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Priloga D: Graf števila KE/mL vsake posamezne ponovitve bioprocesa v bioreaktorju, ko 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
ACN acetonitril  
APS amonijev persulfat  
BA bakteriocinska aktivnost 
d faktor razredčitve, ki ustreza prvi razredčitvi 
DTT ditiotreitol  
KE kvasni ekstrakt 
FT delno deproteinizirana kisla sirotka (ang. flow through) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high-
performance liquid chromatography)  
milliQ 
MRSA 
demineralizirana in mikrofiltrirana voda milliQ 
proti meticilinu odporna Staphylococcus aureus 
KE/mL število kolonijskih enot v mililitru 
NaDS natrijev dodecil sulfat 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecil sulfata 
PFT permeat po ultrafiltraciji sirotke FT 
PO peroksiocetna kislina 
R retentat sirotke  
R 110 °C retentat sirotke, toplotno obdelan pri 110 °C 
R 0,05 % retentat sirotke z dodatkom 0,05 % peroksiocetne kisline 
RP-HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z obrnjeno fazo (ang. 
reverse phase high performance liquid chromatography)  
S sirotka 
TEMED tetrametiletilendiamin  
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Sirotka je glavni stranski proizvod mlekarske industrije. Predstavlja veliko obremenitev za 
okolje. Ocenjena svetovna proizvodnja sirotke je leta 2016 znašala približno 210 000 000 t 
(Domingos in sod., 2018). Ker sirotka vsebuje približno 55 % vseh hranilnih snovi iz mleka, 
jo je ekonomično uporabiti kot substrat za proizvodnjo produktov z dodano vrednostjo. Med 
številnimi možnostmi biotehnološke izrabe sirotke je tudi gojenje mlečnokislinskih bakterij 
in pridobivanje koristnih metabolitov. Med zanimivejšimi so bakteriocini, ribosomsko 
sintetizirani protimikrobni peptidi, ki jih je mogoče koristno uporabiti kot naravne 
konzervanse (Silva in sod., 2018). Ob sočasnem hitrem razvoju genetike in nanotehnologije 
se odpirajo številne nove možnosti za njihovo uporabo, na primer v medicini in veterini kot 
alternativa konvencionalnim antibiotikom, v izdelkih za nego ali v funkcionalnih živilih 
(Chikindas in sod., 2018). Nizin je najbolj raziskan bakteriocin, ki ima tudi status GRAS 
(ang. generally recognised as safe). Sprva je bil v uporabi za preprečevanje poznega 
napihovanja sira, danes pa se uporablja tudi drugod, saj učinkovito zavira različne patogene 
bakterije, med katerimi so tudi bakterije vrst Listeria monocytogenes in Staphylococcus 
aureus (Silva in sod., 2018).  
 
V okviru magistrskega dela smo optimirali razmere gojenja seva Lactococcus lactis IM 145. 
Gre za slovenski izolat iz tradicionalnega kislega mleka, ki je v predhodnih raziskavah 
pokazal sposobnost proizvodnje bakteriocinov. Kot osnovo za gojišče smo uporabljali kislo 
sirotko, ki je stranski produkt pri izdelavi skute v mlekarni Celeia. Uporabljali smo delno 
deproteinizirano kislo sirotko, ki je ostala po izločevanju nekaterih sirotkinih proteinov, 
retentat po mikrofiltraciji in permeat po ultrafiltraciji. Bakteriocinsko aktivno biomaso Lc. 
lactis IM 145 smo pridobivali v bioreaktorju. Nizin smo izolirali z uporabo ultrafiltracije, 
kationsko-izmenjevalne kromatografije in tekočinske kromatografije z obrnjeno fazo (RP-
HPLC). Čistost in fukcionalnost nizina smo ugotavljali s poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-PAGE) in s testi protimikrobne 
aktivnosti z difuzijo v agarju.  
 
 
1.2 NAMEN DELA 
 
• Optimizirati razmere gojenja seva Lactococcus lactis IM 145 in sočasne biosinteze 
nizina v bioreaktorju, v gojiščih na osnovi kisle sirotke. 
 
• Razviti metode izolacije nizina iz gojišča na osnovi kisle sirotke, z uporabo 
ultrafiltracije, kationsko-izmenjevalne kromatografije in tekočinske kromatografija 
visoke ločljivosti z obrnjeno fazo. 
 
• Spremljati čistost nizina s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti 
natrijevega dodecil sulfata (NaDS-PAGE). 
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• Spremljati funkcionalnost nizina s preskusi protimikrobne aktivnosti proti 






• Sev Lactococcus lactis IM 145 je sposoben proizvajati nizin v gojišču na osnovi kisle 
sirotke iz proizvodnje skute.  
 
• Nizin, ki ga bomo proizvedli z gojenjem Lactococus lactis IM 145 v gojišču na 
osnovi kisle sirotke, je mogoče ločiti od preostalih sirotkinih proteinov s kationsko-
izmenjevalno kromatografijo ali s tekočinsko kromatografijo z obrnjeno fazo.  
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Sirotka nastaja kot stranski proizvod pri predelavi mleka. Poznamo kislo sirotko in sladko 
sirotko. Sladka sirotka nastaja pri proizvodnji sirov, kjer poteka encimska koagulacija 
kazeinov. Kisla sirotka pa nastaja pretežno pri proizvodnji grškega jogurta in skute, kjer 
vrednost pH znižamo z naravno fermentacijo ali z dodajanjem kislin (Božanić in sod., 2014). 
Sladka sirotka ima vrednost pH med 6,0 in 6,8, kisla sirotka pa nižje od 6,0 (Argenta in 
Scheer, 2019).  
 
Sestava in hranilna vrednost sirotke je odvisna od vrste sirotke in od kemijske sestave mleka. 
Ta je odvisna od podnebnih dejavnikov, režima krmljenja, starosti, vrste in pasme živali 
(Argenta in Scheer, 2019). Sirotka navadno vsebuje okrog 50 % sestavin mleka, ki zajemajo 
predvsem laktozo, sirotkine beljakovine, minerale in maščobe. Kisla sirotka se najbolj 
razlikuje od sladke po višji vsebnosti mlečne kisline in laktata, kalcija ter fosfatov. Edino 
sladka sirotka pa vsebuje glikomakropeptide, ki nastajajo z encimsko hidrolizo κ-kazeina 
(Božanić in sod., 2014).  
 
 
2.1.1 Sirotka kot nezaželen stranski proizvod 
 
Stari Grki so sirotko uporabljali za zdravljenje tuberkuloze, hepatitisa, driske in kožnega 
ekcema (Barukčić in sod., 2019). Tudi kasneje, v 17. in 18. stoletju, so sirotki pripisovali 
zdravilne učinke in jo uporabljali tudi v medicini. Vzporedno s povečanjem proizvodnje 
mlekarske industrije pa je postala predvsem nezaželen stranski proizvod (Božanić in sod., 
2014). Sredi 20. stoletja so številne vlade po vsem svetu prepovedale njeno odlaganje v 
okolje. Dandanes proizvodnja sirotke vsakoletno narašča za 2 %, kar sovpada z letnim 
povečanjem proizvodnje mleka (Božanić in sod., 2014).  
 
Največ sirotke nastane pri proizvodnji sira, ki je poglavitni industrijski mlečni izdelek. 
Povprečno se za proizvodnjo 1 kg sira, porabi 10 L mleka, kar pomeni, da pri tem nastane 9 
L sirotke (Božanić in sod., 2014). Svetovna proizvodnja sirotke lahko znaša do nekaj 
milijonov L dnevno. Samo nekaj več kot polovico proizvedene sirotke se izkoristi. Sirotka 
je zelo obremenjujoča za okolje, saj biokemijska potreba po kisiku znaša med 30 do 50 g/L, 
kemijska potreba po kisiku pa med 60 do 80 g/L (Meng in sod., 2020). Sirotka, ki 
nekontrolirano pristane v vodnem okolju, zmanjša količino raztopljenega kisika in vpliva na 
povečano količino fosforja in dušika. Takšne razmere v vodnem okolju vplivajo na proces 
evtrofikacije in posledično ogrožajo življenje rastlin in živali (Ahmad in sod., 2019).  
 
Veliko raziskovalcev išče alternativne možnosti za bolj ekonomično uporabo sirotke 
(Božanić in sod., 2014). Sirotko so v preteklosti uporabljali pretežno za prehrano živali, kot 
gnojilo ali jo vključevali v mlečne izdelke, na primer v fermentirane izdelke. Na ta način pa 
ni mogoče porabiti velikih količin, saj večina živali lahko prebavi le omejeno količino 
sirotke, prav tako pa prevelike količine sirotke negativno vplivajo na sestavo tal. Transport 
tekoče sirotke je tudi zelo drag. Zaradi omenjenih razlogov veliko sirotke skoncentrirajo ali 
posušijo, ali pa iz nje pridobijo posamezne frakcije, kot so demineralizirana sirotka v prahu, 
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brezlaktozna sirotka v prahu, koncentrati sirotkinih proteinov ali posamezne sestavine 
sirotke (laktoza, posamezne beljakovine, minerali). Omenjeni polizdelki iz sirotke se lahko 
bolje izkoristijo pri pridobivanju izdelkov z visoko hranilno vrednostjo (Argenta in Scheer, 
2019). V zadnjem času narašča priljubljenost izdelkov športne prehrane z dodanimi 
sirotkinimi proteini, kar povezujejo z večjo ozaveščenostjo potrošnikov glede zdravja in 
telesne pripravljenosti. Sirotkine proteine dodajajo v športne prigrizke in napitke, z 
namenom povečanja telesne mišične mase, hitrejšega okrevanja po športni aktivnosti in 
preprečevanja mišičnih krčov (Keogh in sod., 2019). Hidrolizirane sirotkine beljakovine 
dodajajo v mlečne formule, z namenom izkoriščanja njihovih prehranskih in funkcionalnih 
lastnosti (de Figueiredo Furtado in sod., 2021). Funkcionalne lastnosti sirotke izkoriščajo 
tudi v živilski industriji. Visokoproteinski koncentrati ali izolati se uporabljajo za zmanjšanje 
vsebnosti maščobe v živilih. Sirotkine beljakovine v mesnih izdelkih vežejo nase vodo, kar 
preprečuje zmanjšanje mase med toplotno obdelavo in skladiščenjem izdelka. Posledično 
povečajo sočnost končnega izdelka in olajšajo rezanje hladnih mesnih izdelkov. Sirotkine 
beljakovine tvorijo stabilne emulzije, zato lahko delno ali v celoti nadomestijo druge 
emulgatorje. Dodatek sirotkinih beljakovin lahko izboljša senzorične lastnosti izdelka. V 
pekarstvu se pogosto poslužujejo laktoze, ki v primerjavi s saharozo poveča Maillardovo 
reakcijo, izboljša strukturo drobtin in okusa. Laktoza lahko služi tudi kot sredstvo za 
povečanje prostornine. Demineralizirano sirotko v prahu uporabljajo v mlekarski industriji 
pri proizvodnji sladoleda. Dodatek sirotkinih beljakovin v jogurtu pa vpliva na bolj gladko 
in kremasto teksturo (Królczyk in sod., 2016). Iz odpadne sirotke je mogoče s pomočjo 
mikroorganizmov proizvesti koristne metabolite, kot so bioetanol, prebiotiki, bakteriocini, 
polihidroksi kisline, hialuronska kislina in butanol (Sampaio in sod., 2020). Z gojenjem 
mikroorganizmov v sirotki je mogoče proizvesti mikrobno biomaso, ki je uporabna za 
prehrano ljudi in prehrano živali. Sirotka vsebuje laktozo in hranilne snovi, potrebne za 
gojenje starterskih kultur. Prav tako je sirotka primeren substrat za proizvodnjo 
fermentiranih napitkov, z uporabo mlečnokislinskih bakterij in/ali kvasovk. Najpogostejše 
mlečnokislinske bakterije, ki se uporabljajo so rodov Lactobacillus in Streptococcus, 
najpogostejši probiotični sevi pa vrst L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus in L. reuteri. 
Zanimiva je tudi biološka pridelava etanola iz sirotke. Ta zahteva gojenje kvasovk v sirotki, 
ki so sposobne pretvoriti laktozo v etanol. Pogosto uporabljeni vrsti sta K. lactis in K. 
marxianus. Na alkoholno fermentacijo vplivajo količina kisika, temperatura fermentacije in 
količina razpoložljive laktoze. Etanol, pridobljen iz sirotke, je možno pretvoriti v ocetno 
kislino s pomočjo ocetnokislinskih bakterij. Kis, pridobljen iz sirotke in njenih derivatov, se 
proizvaja predvsem v Švici. V svetovnem merilu pa je s stališča prehrane ljudi zaenkrat še 
slabo prepoznan. Prikazali pa so tudi možnost izrabe kisa, pridobljenega iz sirotke in njenih 
derivatov, kot hranilno sestavino, ki bi jo potencialno lahko vključevali v prehrano govedi 
(Zotta in sod., 2020).  
 
Kisla sirotka vsebuje več mlečne kisline in mineralov v primerjavi s sladko sirotko, zato je 
njena predelava veliko bolj zahtevna od predelave sladke. Mlečna kislina otežuje proces 
sušenja z razprševanjem, pri katerem pridobivamo sirotko v prahu. Mlečna kislina naredi 
sirotko v prahu bolj dovzetno za absorpcijo vlage, zaradi higroskopskih lastnosti laktatnih 
ionov. To vodi do tvorbe aglomeratov. Na sušilnem stroju se pogosto pojavijo lepljive 
obloge, ki jih je težko odstraniti. Z namenom lažje predelave kisle sirotke so razvili metode, 
s katerimi odstranjujejo del mineralov in mlečne kisline. Ena izmed preizkušenih tehnik je 
elektrodializa, s katero iz sirotke odstranjujejo laktatne ione (Chen in sod., 2016). 
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Bakteriocini so ribosomsko sintetizirani protimikrobni peptidi. Proizvajajo jih mnoge 
bakterije iz različnih rodov, saj jim zagotavljajo kompetetivnosti v njihovem okolju (Zgheib 
in sod., 2020).  
 
Bakteriocini so aktivni predvsem proti sorodnim bakterijam (Zgheib in sod., 2020). Delujejo 
že v majhnih koncentracijah (Wang in sod., 2019). Zaradi velike raznolikosti bakterij, ki 
proizvajajo bakteriocine, je tudi bakteriocinov več vrst. Nekatere bakterije jih lahko 
proizvajajo več vrst hkrati (Kumariya in sod., 2019). Če bakteriocini delujejo inhibitorno 
proti bakterijam iste vrste, jih opisujemo kot bakteriocine z ozkim spektrom delovanja. Če 
pa delujejo proti bakterijam drugih vrst, pa se klasificirajo kot bakteriocini širokega spektra 
(Sharma in sod., 2019). Njihovo mesto delovanja je celična membrana. Delujejo tako, da 
motijo protonsko gibalno silo (Mokoena, 2017).  
 
Obstaja veliko vrst bakteriocinov, vendar ni enotne sheme za njihovo klasifikacijo (Zgheib 
in sod., 2020). Klaenhammer (1993) je razdelil bakteriocine v štiri skupine, na podlagi 
njihove strukture in načina delovanja. V razred I je vključil majhne, po prepisu modificirane 
peptide, ki so manjši od 5 kDa in vsebujejo specifične aminokisline (lationin in dehidrirane 
ostanke). V razred II je vključil majhne, termostabilne, po prepisu nemodificirane peptide, 
ki so manjši od 10 kDa in delujejo tako, da tvorijo pore v celični membrani. V razred III je 
vključil proteine, ki so manjši od 30 kDa in je za njih značilna encimska aktivnost, v razred 
IV pa proteine, ki so vezani na sladkorje ali lipide (Klaenhammer in sod., 1993). Drider in 
sod. (2006) so pri klasifikaciji bakteriocinov upoštevali njihove biokemijske ter genetske 
lastnosti in bakteriocine razdelili v tri skupine. V razred I so umestili majhne peptide s post-
translacijskimi modifikacijami (lationin in dehidrirani ostanki). Razred I so razdelili še v dva 
podrazreda. V podrazred A so vključili dolge molekule, ki so manjše od 4 kDa, v podrazred 
B pa globularne beljakovine, z molekulsko maso med 1,8 in 2,1 kDa. V razred II so umestili 
majhne, po prepisu nemodificirane peptide, ki so manjši od 10 kDa, v razred IIa so uvrstili 
pediocin in pediocinu podobne bakteirocine, v razred IIb bakteriocine z dvema peptidoma 
in v razred IIc vse ostale bakteriocine, vključno s tistimi, ki imajo ciklično obliko. V razred 
III so uvrstili topolotno nestabilne bakteriocine, večje od 10 kDa (Drider in sod., 2006). 
Nedavno pa so Alvarez-Sieiro in sod. (2016) razvrstili bakteriocine glede na njihovo 
biološko aktivnost in mehanizme njihove biosinteze. V razred I so vključili vse ribosomsko 
sintetizirane, po prepisu modificirane peptide, ki so manjši od 10 kDa. V razred Ia so uvrstili 
lantibiotike (tipa I, II, III in IV), v razred Ib ciklične peptide, v razred Ic saktibiotike, v razred 
Id linearne azeolin vsebujoče peptide, v razred Ie glikocine in v razred If lasopeptide. V 
razred II so vključili po prepisu nemodificirane peptide, ki so manjši od 10 kDa in za razred 
II predlagali štiri podrazrede. Kot IIa so označili pediocin in pediocinu podobne 
bakteriocine, kot IIb bakteriocine z dvema peptidoma, kot IIc bakteriocine, ki ne spadajo v 
noben drug podrazred in kot IId bakteriocine, ki vsebujejo en peptid in niso podobni 
pediocinu, vključno s tistimi, ki imajo ciklično obliko. V razred III pa so klasificirali 
bakteriolizine in bakteriocine, ki ne povzročajo lize celic (Alvarez-Sieiro in sod., 2016).  
 
Proizvodnja bakteriocinov je odvisna od seva, ki bakteriocin proizvaja in od razmer gojenja 
tega seva. Ko so proizvedeni v celici, so sprva biološko neaktivni, med prehodom iz celice 
pa se spremenijo v aktivno obliko (Mokoena, 2017).  Za lantibiotike je v njihovi strukturi 
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značilna prisotnost lantionina in metil-lantionina. To sta aminokislini, ki vsebujeta tioeterske 
mostičke. Nastaneta, ko se serinski, treoninski in cisteinski ostanki v propeptidu s post-
translacijskimi spremembami modificirajo v lantionin ali metilantionin (Sandiford, 2020). 
Geni, ki kodirajo biosintezo bakteriocinov in zaščito (imunost) bakterijskih celic proti 
lastnim bakteriocinom, se nahajajo v istem operonu. Sevi, ki proizvajajo bakteriocine, se 
pred škodljivim delovanjem lastnega bakteriocina zavarujejo tako, da proizvajajo specifične 
imunske beljakovine. Bakteriocini se med seboj razlikujejo po protimikrobni aktivnosti, 
načinu delovanja, molekulski masi, genetskem izvoru in po drugih biokemijskih lastnostih 
(Mokoena, 2017).  
 
V nasprotju z rastlinskimi izvlečki in drugimi naravnimi konzervansi na osnovi beljakovin 
so bakteriocini zelo termostabilni in delujejo v širokem območju pH (Wang in sod., 2019). 
Tvorijo amfipatične vijačnice, ki so stabilne 10 min, pri 100 °C. Sestavljeni so iz približno 
30 do 60 aminokislin (Mokoena, 2017). 
 
Ker se bakteriocini v telesu zlahka razgradijo s proteolitičnimi encimi, jih obravnavamo kot 
neškodljive za ljudi. Bakteriocini so primarni produkti logaritemske faze rasti, medtem ko 
so antibiotiki sekundarni metaboliti. Bakteriocini imajo ožji spekter delovanja v primerjavi 
z antibiotiki in ne vplivajo v taki meri na črevesno mikrobioto (Sharma in sod., 2019). Zaradi 
specifičnega delovanja bakteriocinov, je odpornost proti bakteriocinom veliko težje razviti 
kot odpornost proti antibiotikom. Zaradi preprostih biosintetskih mehanizmov lahko s 
pomočjo bioinženiringa bakteriocinom enostavno izboljšajo njihovo aktivnost ali 
specifičnost proti izbranim mikroorganizmom (Daba in Elkhateeb, 2020). Vse bolj pa 
izpostavljajo tudi kombinacijo uporabe antibiotikov in bakteriocinov, kot ključno strategijo 





Nizin proizvajajo po Gramu pozitivne bakterije rodov Lactococcus in Streptococcus. 
Uvrščamo ga med lantibiotike. Podobno kot ostali lantibiotiki tudi nizin vsebuje več 
nenavadnih aminokislin, ki so posledica encimski post-translacijskih sprememb. Vsebuje 
dehidrirane aminokislinske ostanke (serin in treonin) in tioetrske aminokisline, ki tvorijo pet 
obročev lantionina (Shin in sod., 2016). Nizin je kationsko nabita in amfifilna molekula. 
Zanj je značilna sposobnost tvorbe dimerov ali tetramerov (Özel in sod., 2018).  
 
Poznamo več naravnih različic nizina. Nizin A je bil odkrit prvi in je najbolj proučena 
različica nizina. Nizin Z je po strukturi zelo podoben nizinu A. Nizin A in nizin Z so izolirali 
iz Lc. lactis, ki se najpogosteje nahaja v mlečnih izdelkih. Nizin F so izolirali iz iztrebkov 
sladkovodnega soma v Južni Afriki, nizin Q pa iz reke na Japonskem. Nizin U in nizin U2 
so izolirali iz bakterije S. uberis, ki običajno naseljuje ustnice, kožo in kravje vime. Nizin H 
so izolirali iz bakterije S. hyointestinalis, pridobljene iz prašičjega čreva. Nizin P pa so 
pridobili iz S. gallolyticus subsp. pasteurianus, ki se nahaja v prebavnem traktu 
prežvekovalcev. Poleg različnih naravnih različic nizina pa obstajajo tudi bioinženirske 
oblike, ki so jih razvili z namenom povečanja učinkovitosti in stabilnosti nizina v razičnih 
fizioloških razmerah. To so nizin A S29A, nizin A S29D, nizin A S29E, nizin A S29G, nizin 
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A K22T, nizin A N20P, nizin A M21V, nizin A K22S, nizin Z N20K, nizin Z M21K (Shin 
in sod., 2016). 
 
 
2.3.1 Možnosti aplikacije nizina 
 
2.3.1.1 Konzerviranje hrane 
 
Nizin je edini bakteriocin, ki se v živilski industriji uporablja kot konzervans. Ima oznako 
E234. Nosi pomembno vlogo naravnega konzervansa, vendar ga ne uvrščamo med naravne 
konzervanse takrat, ko se uporablja v višjih koncentracijah od tistih, ki naravno nastanejo 
med fermentacijo s sevi, ki proizvajajo nizin (Khelissa in sod., 2020).  
 
Nizin A in nizin Z sta najbolj aktivni različici nizina. Čeprav imata nizin A in nizin Z enake 
protimikrobne lastnosti, je nizin Z boljše topen pri vrednosti pH večji od 6, kar pa je 
pomembno pri uporabi v živilstvu (Khelissa in sod., 2020).  
 
Nizin se uporablja za preprečevanje rasti patogenih bakterij v živilih. Aktiven je proti po 
Gramu pozitivnim bakterijam, med katerimi sta tudi v živilstvu pomembnima patogenima 
vrstama Listeria monocytogenes in Staphylococcus aureus. Zavira prehod spor v vegetativno 
obliko pri bakterijah rodu Bacillus in Clostridium. Proti po Gramu negativnim bakterijam, 
kvasovkam in plesnim ne deluje tako učinkovito, saj njegovo delovanje temelji na zaviranju 
biosinteze celične stene z vezavo na prekurzorsko molekulo - lipid II. To vodi do nastanka 
por in posledično celične smrti (Ibarra- Sánchez in sod., 2020). Lipopolisaharidni sloj, ki ga 
vsebujejo po Gramu negativne bakterije, zavira delovanje nizina. Če nizin uporabimo v 
kombinaciji s toplotno obdelavo ali s kelatorji, na primer EDTA, je učinkovit tudi proti 
nekaterim po Gramu negativnim patogencem, kot sta Salmonella enterica in Pseudomonas 
fluorescens. Kelatorji destabilizirajo lipopolisaharidni sloj. Na ta način lahko nizin ustvari 
pore v celični steni in posledično povzroči celično smrt (Khelissa in sod., 2020).  
 
Nizin se pogosto uporablja pri konzerviranju morske hrane, kjer deluje proti L. 
monocytogenes. V konzerve ga dodajajo z namenom zaviranja Clostridium spp., v sirnih 
namazih zavira prehod spor v vegetativno obliko pri C. botulinum, v omakah in 
fermentiranih pijačah deluje proti nezaželenim mlečnokislinskim bakterijam. V pivu in vinu 
zavira rast bakterij, ki povzročajo kvar in hkrati nima vpliva na kvasovke, ki so potrebne za 
alkoholno fermentacijo. Kot kozervans v konzervah s sardinami, nizin deluje v kombinaciji 
z laktoperoksidaznim sistemom proti kvarljivcema S. putrefaciens in P. fluorescens 
(Gharsallaoui in sod., 2016). Nizin deluje sinergistično tudi z eteričnimi olji. Protimikrobna 
aktivnost eteričnih olj je bila opisana že v številnih študijah. Kombinacija nizina in 
eteričnega olja, ekstrahiranega iz bazilike, žajblja ali ajovane je učinkovala proti E. coli 
O157. Proti S. aureus ta kombinacija ni imela učinka. Protimikrobno delovanje proti 13 
sevom S. aureus pa so zaznali, ko so nizin uporabili v kombinaciji s cinamaldehidom, ki je 
ekstrahiran iz cimeta. Nizin v kombinaciji s karvakrolom, ekstrahiranim iz origana, je 
deloval proti S. typhimurium (Zgheib in sod., 2020). Protimikrobno delovanje se okrepi tudi 
v primeru, ko je nizinu dodan lizocim ali monolavrin (Gharsallaoui in sod., 2016).  
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Nizin je lahko v živilo dodan v prečiščeni, delno prečiščeni obliki ali pa je proizveden in situ 
z živimi bakterijami. V živilski industriji je pomemben, saj zagotavlja varnost živil, jim 
podaljša rok uporabnosti in prispeva k njihovi kakovosti (Ibarra-Sánchez in sod., 2020). 
Dodaja se lahko neposredno v živilo, v obliki posušenega ali mikrokapsuliranega nizina 
(kroglice, geli ali filmi). Lahko pa se uporablja kot protimikrobno sredstvo v pametni 
embalaži. Ko je nizin uporabljen v taki embalaži, ima boljšo stabilnost, pa tudi njegovo 
sproščanje je bolj nadzorovano. Fizikalno-kemijske lastnosti živila, kot so visoka vsebnost 
maščobe, višja vrednost pH in ionske interakcije lahko zmanjšajo protimikrobno delovanje 
nizina (Khelissa in sod., 2020). Nekateri aditivi v hrani pa imajo lahko antagonistični učinek 
na nizin, na primer natrijev metabisulfit in titanov dioksid. Njegovo delovanje omejujejo 
proteolitični encimi, ki so lahko prisotni zlasti v svežih mesnih izdelkih (de Arauz in sod., 
2009). Encimi pankreatin, α-kemotripsin in ficin lahko prekinejo peptidno vez v nizinu, 
medtem ko tripsin, pepsin in karboksipeptidaza nimajo pomembnega vpliva na njegovo 
protimikrobno aktivnost (Gharsallaoui in sod., 2016). Nizin bolj učinkovito deluje v tekočih 
in homogenih živilih, manj učinkovito pa v trdnih in heterogenih (de Arauz in sod., 2009).  
 
Uporaba nanotehnologije v živilski industriji hitro narašča. Nanoliposomi, nanoemulzije, 
trdni lipidni nanodelci, biopolimerni nanodelci in nanovlakna uporabljajo za prenos nizina 
v različna živila z namenom izboljšanja varnosti hrane. Kapsuliranje nizina v različne 
nanodelce preprečuje neželene interakcije nizina s hrano, kontrolira sproščanje ter zagotavja 
visoko stabilnost in učinkovitost nizina (Bahrami in sod., 2019).  
 
Medtem ko je tradicionalne embalaže iz polietilena in polipropilena mogoče enostavno 
termično zatesniti, to predstavlja problem pri nekaterih biopolimerih, na primer pri 
celuloznih nanovlaknih. To pomanjkljivost je mogoče odpraviti z uporabo tradicionalnih 
embalaž, obdelanih s hladno plazmo, na katere se lahko nanesejo celulozna nanovlakna. S 
to kombinacijo pridobimo prednosti obeh materialov. Za izboljšanje učinkovitosti te 
embalaže, pa je mogoče celulozna nanovlakna napolniti z nizinom. Tak način pakiranje je 
uspešno zavrl rast L. monocytogenes. Za izboljšanju učinkovitosti papirne embalaže pa so 
celulozni papir, potopili v raztopino hitozana in nizina. Ugotovili so, da je vključitev nizina 
občutno povečala protimikrobno delovanje papirne embalaže (Motelica in sod., 2020).  
 
 
2.3.1.2 Uporaba nizina pri izboljšanju oralnega zdravja  
 
Zobni karies in paradontalna bolezen sta zelo razširjeni tako v razvitih državah kakor tudi v 
državah v razvoju. Oralni biofilmi imajo ključno vlogo pri etiologiji in napredovanju ustnih 
bolezni. Povečala se je protimikrobna odpornost mikroorganizmov, ki povzročajo karies in 
paradontalno bolezen (Shin in sod., 2016). 
 
Ideja, da bi nizin uporabili kot peroralno protimikrobno sredstvo, se je prvič pojavila leta 
1978. Ugotovili so, da so opice, ki so prejemale nizin, imele manjše število streptokokov v 
svojih zobnih oblogah kot tiste, ki nizina niso prejemale (Johnson in sod., 1978). Kasneje so 
Howell in sod. (1993) dokazali, da ustna vodica, narejena na osnovi nizina, preprečuje 
nastajanje zobnih oblog in vnetje dlesni pri psih pasme angleški brak (Howell in sod., 1993). 
Tong in sod. (2010) so dokazali, da nizin A zavira rast bakterij, ki povzročajo karies, 
vključno s Streptococccus mutans. Z uporabo elektronskega mikroskopa so opazili, da so se 
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na površini celic bakterij, ki povzročajo karies, oblikovale manjše pore (Tong in sod., 2010). 
Shin in sod. (2015) so ugotovili, da zelo čist nizin Z zavira rast po Gramu negativnih 
patogencev, vključno z Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans in Treponema denticola (Shin in sod., 2015).  
 
Poleg zobnega kariesa in paradontalne bolezni so raziskovali tudi potencial nizina pri drugih 
ustnih boleznih. Študije so pokazale, da nizin zavira bakterije vrste Enterococcus faecalis, 
ki veljajo za opurtunistične, po Gramu pozitivne patogence. Pogosto se pojavi pri okužbah 
koreninskih kanalov zob (Stuart in sod., 2016). Nizin so prav tako uspešno uporabili pri 
zdravljenju ustne kandidoze. Candida albicans je najpogostejši patogen, ki povzroča 
glivično okužbo sluznice (Pfaller in sod., 2002). Ugotovili so, da nizin Z znatno zmanjša 
njeno rast in zavira formacijo blastospore v hifalno obliko (Le Lay in sod., 2008).  
 
 
2.3.1.3 Uporaba nizina pri zdravljenju raka 
 
Rak je med vodilnimi vzroki smrti po celem svetu. V zadnjem času so proučevali potencial 
različnih bioaktivnih spojin pri zdravljenju raka. Med njimi so tudi bakteriocini. Študije so 
pokazale, da ima nizin citotoksično aktivnost proti različnim celicam raka in vitro, prav tako 
in vivo (Baindara in Mandal, 2020), ne pa proti zdravim celicam.  
 
Bolnike s karcinomom glave in vratu zdravijo s kirurškm posegom, radioterapijo in 
kemoterapijo. Zaradi anatomske lege karcinoma je kirurška resekcija pogosto neizvedljiva 
(Kamarajan in sod., 2015). Nizin je pokazal močno delovanje proti celičnim linijam 
ploščatoceličnega karcinoma glave in vratu, tako da aktivira kationski transport regulatorja, 
poveča iztok kalcija in inducira zastoj celičnega ciklusa. Povečana stopnja apoptoze celic 
zavira rast tumorja pri miših (Baindara in Mandal, 2020). Celice karcinoma glave in vratu 
so pokazale višjo stopnjo apoptoze celic in manjšo stopnjo celične proliferacije, če so bile 
tretirane z višjimi koncentracijami bolj čistega nizina. Miši, zdravljene z nizinom, so imele 
normalno histologijo organov, brez znakov vnetja, fibroze ali nekroze (Kamarajan in sod., 
2015).  
 
Terapevtske strategije uporabe nizina samostojno ali v kombinaciji z drugimi zdravili za 
zdravljenje raka so še vedno v dokaj zgodnjih fazah raziskovanja (Shin in sod., 2016). Preet 
in sod. (2015) na primer so ugotovili, da nizin v kombinaciji z zdravilom Doxorubicin 
zmanjša resnost poteka bolezni raka kože (Preet in sod., 2015).  
 
 
2.3.1.4 Imunomodulatorna vloga nizina 
 
Gostiteljski obrambni peptidi so majhni, kationsko nabiti peptidi, ki sodelujejo pri 
prirojenem imunskem odzivu. Bakteriocini imajo podobne fizikalno-kemijske lastnosti kot 
gostiteljski obrambni peptidi (Shin in sod., 2016). 
 
Pablo in sod. (1999) so raziskovali vpliv kratkoročnega dodajanja nizina v prehrano. Nizin 
so v obliki komercialnega pripravka Nisaplin vključili v prehrano miši. Imeli so tri skupine. 
Prvo skupino miši so hranili 30 dni, drugo skupino 75 dni in tretjo skupino 100 dni. 
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Kratkoročno zauživanje Nisaplina je povzročilo povečanje števila limfocitov T, in sicer celic 
pomagalk in celic ubijalk. Zmanjšalo se jim je število limfocitov B. Podaljšano dodajanje 
nizina v prehrano miši, pa je povzročilo vrnitev števila limfocitov T in limfocitov B na 
začetno raven (de Pablo in sod., 1999).  
 
Kindrachuk in sod. (2013) so ugotovili, da prečiščen nizin Z lahko modulira prirojen imunski 
odziv, tako da v človeških mononuklearnih celicah periferne krvi inducira sintezo 
kemokinov in zavira citokine, inducirane z lipopolisahardi (Kindrachuk in sod., 2013). 
 
 
2.3.1.5 Uporaba nizina pri zdravljenju nalezljivih bolezni 
 
Odkritje antibiotikov predstavlja velik dosežek pri obvladovanju nalezljivih bolezni. Z 
njihovim odkritjem se je močno izboljšala kakovost življenja in podaljšala življenjska doba 
po vsem svetu. Že nekaj let po njihovi uporabi pa se je pojavila protimikrobna odpornost, 
kar predstavlja resen zdravstveni problem. Nenehno raste stopnja obolevosti in umrljivosti, 
ki je največkrat povezana s proti meticilinu odporno Staphylococcus aureus (MRSA), proti 
vankomicinu odpornimi enterkoki (VRE) in večkratno odpornimi bakterijami (Simons in 
sod., 2020).  
 
Izkazalo se je, da nizin deluje sinergistično z običajnimi zdravili proti MRSA (Brumfitt in 
sod. 2002; Dosler in Gerceker, 2011; Mathur in sod., 2018, Alves in sod., 2020). Jensen in 
sod. (2020) so proučili možnosti uporabe nizina za nadzor rasti sevov bakterije S. aureus. 
Nizin je povzročil hitro ubijanje celic MRSA, vendar je bil sev po 4-ih urah spet sposoben 
ponovne rasti. Za preučevanje morfoloških sprememb so uporabili tehniko mikroskopije z 
visoko ločljivostjo in transimisijsko elektronsko mikroskopijo. Ugotovili so, da nizin 
povzroči depolarizacijo membrane. Celice, izpostavljene nizinu so bile bistveno manjše od 
tistih, ki nizinu niso bile izpostavljene. Nizin pri S. aureus moti replikacijo ali segregacijo 
(ločitev) kromosomov po replikaciji (Jensen in sod., 2020).  
 
Raziskovali so tudi učinek nizina v kombinaciji s konvencionalnimi antibiotiki, proti 
delovanju VRE. Potrdili so izboljšanje zaviralne in baktericidne aktivnosti antibiotikov 
ampicilin in kloramfenikol, ob sočasnem dodajanju nizina. Nizin bi tako lahko uporabljali 
kot podporno terapijo pri zdravljenju okužb, ki so povezane z VRE, saj je glavni problem 
njihova neodzivnost na antibiotike (El-Kazzaz in El-Khier, 2020).  
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3.1.1 Bakterijski sevi  
 
• Sev Lc. lactis z oznako IM 145 je bil leta 1995 izoliran iz kislega mleka, 
fermentiranega z naravno mikrobioto, na Katedri za mlekarstvo, Oddelku za 
zootehniko, Biotehniški fakulteti, Univerzi v Ljubljani. Shranjen je v zbirki 
mikroorganizmov Inštituta za mlekarstvo in probiotike, na istem oddelku.  
 
• Sev Latilactobacillus sakei subsp. sakei (L. sakei) NCDO 2714 (National Collection 
of Dairy Organisms, National Institute for Dairying, Reading, England) hranijo pod 
oznako IM 108 v zbirki mikroorganizmov Inštituta za mlekarstvo in probiotike, 
Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani. Zaradi njegove občutljivosti za 






3.1.2.1 Tekoča gojišča 
 
Tekoča gojišča smo uporabili za gojenje sevov. Pripravili smo jih po navodilih proizvajalca. 
Vrednost pH smo določali s pH metrom in jo uravnavali na 6,5 s pomočjo 5 M NaOH ali 5 
M HCl. Gojišče smo razporedili v epruvete. V vsako epruveto smo dali 10 mL gojišča in jih 
avtoklavirali 15 min pri 115 °C. Za gojenje seva Lc. lactis IM 145 smo uporabljali tekoče 
gojišče BHI (angl. brain heart infusion), proizvajalca Merck (Darmstadt, Nemčija). Za 
gojenje seva L. sakei IM 108 smo uporabljali tekoče gojišče de Man, Rogosa in Sharpe 
(MRS) istega proizvajalca.  
 
 
3.1.2.2 Poltrdna gojišča 
 
Poltrdno gojišče MRS, pripravljeno iz bujona MRS (Merck, Darmstadt, Nemčija), ki smo 
mu dodali 7,5 g/L agar-agarja (Roth, Karlsruhe, Nemčija), smo uporabili za ugotavljanje 




3.1.2.3 Trdna gojišča 
 
Trdna gojišča smo uporabili za metodo štetja na ploščah. Uporabljali smo dehidrirana gojišča 
MRS, PCA in M17 proizvajalca Merck (Darmstadt, Nemčija). Postopek priprave je potekal 
po navodilih proizvajalca. Gojišča smo avtoklavirali 15 min pri 118 °C. Do uporabe smo 
steklenice z gojiščem hranili v hladilniku pri temperaturi 6 – 8 °C. Pred uporabo smo gojišča 
raztopili v mikrovalovni pečici (5 min, pri 550 W) in odtalili v vodni kopeli (45 °C).  
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3.1.3.1 Delno deproteinizirana kisla sirotka (FT)  
 
Za gojenje bakterijskega seva Lc. lactis IM 145 smo uporabili kislo sirotko iz proizvodnje 
skute v mlekarni Celeia. V podjetju Arhel d.o.o. so sirotko (oznaka šarže 20055) 
mikrofiltrirali (0,5 µm) in odstranili del proteinov s kationsko-izmenjevalno kromatografijo. 
Tako pripravljena delno deproteinizirana kisla sirotka (frakcija flow through po 
kromatografiji, FT) je vsebovala 5,89 g/100 g suhe snovi, 0,59 g/100 g proteinov in 4,029 
g/100 g laktoze. Skupno število bakterij je bilo pod mejo detekcije.  Sirotko smo do preskusa 
hranili v zamrzovalniku pri -25 °C v 0,5 L-plastenkah, z oznako 20055FT. Vsebnost suhe 
snovi znaša 5,89 g/100 g. V začetnih preskusih smo uporabili tudi retentat po mikrofiltraciji 
sirotke (šarža 20055).  
 
3.1.3.2 Permeat po ultrafiltraciji sirotke FT (PFT)  
 
V gojitvenih testih s sevom Lc. lactis IM 145 smo preskusili tudi permeat po ultrafiltraciji 
sirotke FT (oznaka šarže 20094) skozi membrano s prepustnostjo 10 kDa (Repligen, 
Spectrumlabs). Vse frakcije sirotke smo do preskusov hranili v zamrzovalniku pri -25 °C. 
 
 
3.1.4 Razredčevalna raztopina za mikrobiološke analize 
 
Za razredčevanje vzorcev za mikrobiološke analize po Kochu smo uporabili Ringerjevo 
raztopino, ki smo jo pripravili po navodilih proizvajalca Merck (Darmstadt, Nemčija). Za 
pripravo 0,5 L razredčevalne raztopine smo uporabili 1 Ringerjevo tabletko in 0,5 L 
demineralizirane vode. Ringerjevo raztopino smo nato avtoklavirali 15 min pri 121 °C, 
razporejeno v epruvetah po 9 mL. Do uporabe smo jih hranili v hladilniku pri temperaturi 6 
– 8 °C. 
 
 
3.1.5 Pufri za kalibracijo vrednosti pH  
 
• raztopina pufra s pH 4,01, 20 mL (Mettler Toledo, Švica) 
• raztopina pufra s pH 7,0, 20 mL (Mettler Toledo, Švica) 
• raztopina pufra s pH 9,21, 20 mL (Mettler Toledo, Švica) 
 
 
3.1.6 Reagenti pri bioprocesu v bioreaktorju 
 
• natrijev hidroksid (NaOH) (Merck, Nemčija) 
• kvasni ekstrakt (KE) (Biolife, Italija) 
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3.1.7 Reagenti pri obdelavi retentata 
 
• 15-% peroksiocetna kislina P3 - oxonia® active 150 (Ecolab, Slovenija) 
• 15-% peroksiocetna kislina Divosan forte VT6 (Diversey, ZDA) 
 
 
3.1.8 Reagenti pri detekciji nizina s tricinsko poliakrilamidno gelsko elektroforezo v 
prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-PAGE) 
 
• zbiralni gel 4-%, 5 mL:  
- 3,25 mL demineralizirane in mikrofiltrirane vode milliQ 
- 1,25 mL 3 M Tris (pH 8,45) (SERVA, Nemčija) 
- 500 µL 40 % (m/V) zmesi akrilamida in bisakrilamida v razmerju 37,5:1 (SERVA, 
Nemčija) 
- 50 µL 10 % (m/V) natrijevega dodecil sulfat (NaDS) (SERVA, Nemčija) 
- 25 µL 10 % (m/V) amonijevega persulfata (APS) (SERVA, Nemčija) 
- 10 µL tetrametiletilendiamina (TEMED) (SERVA, Nemčija) 
 
• ločevalni gel 10-%, 10 mL:  
- 4,17 mL destilirane vode 
- 3,33 mL 3 M Tris (pH 8,45)  
- 2,5 mL 40-% akrilamida  
- 100 µL 10-% NaDS 
- 50 µL 10-% APS 
- 10 µL TEMED 
 
• ločevalni gel 15-%, 20 mL:  
- 5,83 mL destilirane vode 
- 6,67 mL 3 M Tris (pH 8,45)  
- 7,5 mL 40-% akrilamida  
- 200 µL 10-% NaDS 
- 100 µL 10-% APS 
- 20 µL TEMED 
 
• katodni pufer: 
- 0,2 M Tris (pH 8,9) (SERVA, Nemčija) 
 
• anodni pufer: 
- 0,1 M Tris (SERVA, Nemčija) 
- 0,1 M tricin (SERVA, Nemčija) 
- 0,1-% NaDS (SERVA, Nemčija) 
 
• proteinska velikostna lestvica PageRuler Unstained Low Range Protein Ladder 
(Thermo Scientific, ZDA) 
 
• barvilo Coomassie Brilliant Blue R250 (SERVA, Nemčija): 
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- 0,1 g – 0,25g barvila /100 mL raztopine: 30 % (V/V) etanol (96-%) (SERVA, 
Nemčija), 10-% (V/V) ocetna kislina (Merck, Nemčija) 
 
• raztopina ditiotreitola (DTT): 
- 400 µL 1M DTT (SERVA, Nemčija) /400 mL demineralizirana in mikrofiltrirana 
voda milliQ 
 
• 0,1-% raztopina srebrovega nitrata: 
- 0,4 g AgNO₃ (SERVA, Nemčija), 400 mL demineralizirana in mikrofiltrirana voda 
milliQ 
 
• razvijalna raztopina: 
- 3 % (m/V) natrijev karbonat (Honeywell, ZDA), 50 µL 38-% formaldehida 
(Merck, Nemčija) 
 
• citronska kislina (Merck, Nemčija) 
 
• neredukcijski nanašalni pufer: 
120 mM Tris‐HCl (pH 6,8), 2,0 % (m/v) NaDS in 40 % (v/v) glicerol, barvilo 
bromofenol modro 
 
• nizin Z (Handary, Belgija) 
 
 
3.1.9 Reagenti pri izolaciji nizina s kationsko-izmenjevalno kromatografijo 
 
• mobilna faza A: 
- 0,05 M natrijev laktat (pH 5.0) 
- 0,025 M natrijev fosfat (pH 6.0)  
- 0,025 M natrijev fosfat (pH 7.0) 
 
 
• mobilna faza B:  
- 2 M NaCl v 0,05 M natrijevem laktatu (pH 5.0)  
- 2 M NaCl v 0,025 M natrijevem fosfatu (pH 6.0)  
- 2 M NaCl v 0,025 M natrijevem fosfatu (pH 7.0)  
 
• nizin Z (Handary, Belgija) 
 
 
3.1.10 Reagenti pri izolaciji s tekočinsko kromatografijo z obrnjeno fazo (RP-HPLC) 
 
• mobilna faza A:  
- 5 % (V/V) acetonitril (ACN) (Merck, Nemčija) 
- 0,1 % (V/V) trifluoroocetna kislina (TFA) (Merck, Nemčija) 
- demineralizirana in mikrofiltrirana voda milliQ 
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• mobilna faza B:  
- 90 % (V/V) ACN (Merck, Nemčija) 
- 0,1 % (V/V) TFA (Merck, Nemčija) 
-  demineralizirana in mikrofiltrirana voda milliQ 
 
• nizin Z (Handary, Belgija) 
 
 
3.1.11 Reagenti za pripravo mikroskopskega preparata  
 
• komplet reagentov za barvanje po Gramu (BioMerieux, Francija) 
 
 
3.1.12 Laboratorijska oprema 
 
• absorbančni čitalec mikrotitrskih plošč (BioTek, ZDA) 
• avtoklav (Kambič, Slovenija) 
• bioreaktor (Bioengineering, Švica) s programsko opremo za sledenje in upravljanje 
bioprocesa Shiva (Bia, Ljubljana, Slovenija) 
• centrifuga Mikro 22R (Hettich, Nemčija) 
• centrifuga EBA 12 (Hettich, Nemčija) 
• čistilec vode (Merck, Nemčija) 
• elektronski števec kolonij (EŠKO, Ljubljana, Slovenija) 
• hladilniki 
• inkubator (Binder, Nemčija) 
• instrument za HPLC Shimadzu LC-20 AP z detektorjem z nizom diod (DAD) in 
programsko opremo za snemanje ter obdelovanje kromatogramov XY (Shimadzu, 
Japonska) 
• preparativna kolona CIMmultusTM S03-1 (BIA Separations, Slovenija) 
• preparativna kolono C12, Jupiter 4 µm Proteo 90 Å, 250 x 21,2 mm (Phenomenex, 
ZDA) 
• analitska kolona C8, Widepore Aeris 3,6 µm, 200 Å, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, 
ZDA) 
• magnetno mešalo (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
• mikrobiološka komora (Iskra Pio, Slovenija) 
• mikrovalovna pečica (Bosch, Nemčija) 
• naprava za poliakrilamidno gelsko elektroforezo Tetra (Bio-Rad, ZDA) 
• pH-meter (Mettler Toledo, Švica) 
• plinski gorilnik 
• presevni/fazno-kontrastni svetlobni mikroskop Leica DM2500 z digitalno kamero 
Leica DMC 2900, objektivoma HHCX FL PLAN (10X/0,25) in HCX PL 
FLUOTAR (100X/1,30 OIL/PH3) (Leica, Nemčija) in z računalnikom Shuttle XPC, 
Model XS35GT V2 (Shuttle Inc., Tajvan) 
• stresalnik (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
• škatla za anaerobno rast (Biomerieux, Francija) 
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• tehtnica (Mettler Toledo, Švica) 
• vodna kopel (Kambič, Slovenija) 
• vrtinčni mešalnik (Tehtnica Železniki, Slovenija) 
• zamrzovalna omara (Gorenje, Slovenija) 
 
 
3.1.13 Laboratorijski potrošni material 
 
• brizge 1 mL, 10 mL (Sanolabor, Slovenija) 
• centrifugirke 13 mL, 15 mL, 50 mL (TPP, Švica) 
• mikrocentrifugirke (Eppendorf, ZDA) 
• merilni valj 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1 L 
• nastavki za pipete 
• samostoječe centrifugirke 
• sterilne mikrotitrske plošče s 96-imi jamicami (TPP, Švica) 
• objektna steklca 
• Amicon ultrafiltracijski koncentratorji, velikost por 30 kDa in 10 kDa (Millipore, 
Nemčija) 
• petrijeve plošče (Golias, Slovenija) 
• serološke pipete (Brand, Nemčija) 
• sterilne epruvete (Eppendorf, ZDA) 
• sterilne plastične steklenice 250 mL, 500 mL 
• sterilni mikrofiltri z velikostjo por 1,2 µm, 0,45 µm, 0,2 µm (Sartorius, Nemčija) 
• sterilni nastavki za pipete 10 µL, 200 µL, 1 mL 
• viale za HPLC (Thermo Scientific, ZDA) 
• vrečka za generiranje anaerobne atmosfere (GENbox, Francija) 
 
 
3.2 METODE DELA 
 
3.2.1 Priprava inokuluma 
 
Uporabili smo prekonočni kulturi seva Lc. lactis IM 145 in L. sakei IM 108. Sev Lc. lactis 
IM 145 smo inokulirali v tekoče gojišče BHI. Inkubacija je potekala v aerobnih razmerah, 
pri 30 °C, 18 h. Sev L. sakei IM 108 smo inokulirali v tekoče gojišče MRS. Inkubacija je 
potekala v anaerobnih razmerah 18 h, pri 30 °C. Anaerobne razmere smo vzpostavili s 
pomočjo anaerobne škatle in vrečke za generiranje anaerobne atmosfere. Pri pripravi 
bakterijskih kultur za zamrzovanje smo vsebino po inkubaciji centrifugirali 10 min pri 3340 
g pri sobni temperaturi. Supernatant smo odlili. Usedlini s sevom Lc. lactis IM 145 smo 
dodali 800 µL tekočega gojišča BHI in 200 µL glicerola, ki deluje kot krioprotektant. 
Usedlini s sevom L. sakei IM 108 smo dodali 800 µL tekočega gojišča MRS in 200 µL 
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3.2.2 Mikroskopiranje bakterijskih celic 
 
Za opazovanje mikromorfoloških lastnosti bakterij seva Lc. lactis IM 145 in L. sakei IM 108 
smo uporabili metodo barvanja po Gramu. Najprej smo na objektnem stekelcu pripravili 
razmaz, ga posušili na zraku in fiksirali ob plamenu plinskega gorilnika. Sledilo je barvanje 
z raztopino kristal violet. Po 1-minutnem delovanju barvila smo ga odlili in preparat sprali z 
vodo. Nato smo mu dodali lugol in pustili delovati 1 min. Preparat smo sprali z vodo in nato 
pobarvali z raztopino safranina. Po 1-minutnem delovanju smo preparat sprali z vodo in 
osušili. Dodali smo imerzijsko olje in z mikroskopom opazovali bakterijske celice.  
 
 
3.2.3 Obdelava retentata 
 
3.2.3.1 Inaktiviranje mikroorganizmov v retentatu (šarža 20055) s toplotno obdelavo 
 
Zamrznjen retentat sirotke smo odtalili v vodni kopeli in ga nato avtoklavirali 15 min pri 
110 °C ter pri 121 °C. Retentat smo v aseptičnih razmerah razredčili po Kochu in nacepili 
na gojišča M17, PCA in MRS. Gojišča smo predhodno raztapljali v mikrovalovni pečici pri 
500 W, po 5 min. Nacepljene plošče z gojiščem M17 in PCA smo inkubirali 3 dni, pri 30 °C 
in v aerobnih razmerah. Nacepljene plošče z gojiščem MRS pa 3 dni, pri 30 °C in v 
anaerobnih razmerah. Po končani inkubaciji smo prešteli vse prisotne kolonije s pomočjo 
elektronskega števca.   
 
3.2.3.2 Inaktiviranje mikroorganizmov v retentatu (šarža 20055) s peroksiocetno kislino 
 
Zamrznjen retentat sirotke smo odtalili v vodni kopeli. 15-% raztopino peroksiocetne kisline 
smo 10x razredčili, da smo dobili 1,5-% raztopino peroksiocetne kisline. V 10-mL 
centrifugirke smo nato dodali različne volumne 1,5-% raztopine peroksiocetne kisline in 
demineralizirane in mikrofiltrirane vode milliQ. Tako smo dobili želene koncentracije 
peroksiocetne kisline, ki so zapisane v preglednici 1.  
 




0 % PO 0 µL 1,5-% PO + 1000 µL milliQ 
0,001 % PO 6,7 µL 1,5-% PO + 993,3 µL milliQ 
0,005 % PO 33,3 µL 1,5-% PO + 966,7 µL milliQ 
0,01 % PO 66,7 µL 1,5-% PO + 933,3 µL milliQ 
0,05 % PO 333,3 µL 1,5-% PO + 666,7 µL milliQ 
0,1 % PO 666,7 µL 1,5-% PO + 333,3 µL milliQ 
PO-peroksiocetna kislina, milliQ-demineralizirana in mikrofiltrirana voda milliQ 
 
 
Da je peroksiocetna kislina začela delovati, smo 10 mL-centrifugirke z želeno koncentracijo 
peroksiocetne kisline postavili v hladilnik pri 4 °C za 15 min. Nato smo v vsako 10 mL-
centrifugirko dodali 9 mL retentata in pustili delovati 15 min. Tako pripravljene vzorce smo 
v aseptičnih razmerah razredčili po Kochu in nacepili na gojišča M17, PCA in MRS. Gojišča 
smo predhodno raztapljali v mikrovalovni pečici pri 500 W, po 5 min. Nacepljene plošče z 
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gojiščem M17 in PCA smo inkubirali 3 dni, pri 30 °C in v aerobnih razmerah. Nacepljene 
plošče z gojiščem MRS pa 3 dni, pri 30 °C in v anaerobnih razmerah. Po končani inkubaciji 
smo prešteli vse kolonije s pomočjo elektronskega števca.   
 
 
3.2.3.3 Spremljanje rasti seva Lc. lactis IM 145 v sirotki z dodatkom retentata (šarža 20055) 
 
Ko smo ugotovili ustrezno temperaturo toplotne obdelave in koncentracijo peroksiocetne 
kisline, ki inaktivirata mikroorganizme v retentatu, smo delno deproteinizirani kisli sirotki 
20055FT dodali 10 %, 20 %, 30 % in 40 % retentata. Sirotko z dodatkom retentata smo 
uporabili kot gojišče za gojenje Lc. lactis IM 145.  V sirotki in retentatu smo s pH metrom 
umerili vrednost pH na 6,5. Del retentata smo obdelali pri 110 °C in drugi del retentata s 
peroksiocetno kislino v koncentraciji 0,05 %. V centrifugirke z volumnom 10 mL smo dodali 
100 µL prekonočne kulture seva IM 145 v gojišču BHI, ustrezno količino sirotke in ustrezen 
delež retentata (10 %, 20 %, 30 %, 40 %; V/V). Prvi kontrolni vzorec je sestavljala sirotka 
in sev IM 145 v gojišču BHI. Drugi kontrolni vzorec je sestavljala sirotka, sev IM 145 v 
gojišču BHI ter 2,5 % kvasnega ekstrakta. Sestava testnih in kontrolnih vzorcev je 
predstavljena v Preglednici 2. Rast smo spremljali z metodo štetja kolonij na ploščah. Vzorce 
smo v aseptičnih razmerah razredčili po Kochu in redčitve 10-4, 10-5, 10-6 nacepili na plošče 
z gojiščem M17. Plošče smo inkubirali 3 dni pri 30 °C in v aerobnih razmerah. Po končani 
inkubaciji smo prešteli kolonije s pomočjo elektronskega števca.   
 
 
Preglednica 2: Sestava gojišč za Lc. lactis IM 145 
Sestava gojišča Toplotno obdelan retentat Retentat obdelan s peroksiocetno kislino 
Kontrola 1 FT (9,9 mL) FT (9,9 mL) 
Kontrola 2 FT (9,4 mL) + KE (0,5 mL) FT (9,4 mL) + KE (0,5 mL) 
FT + 10 % R FT (8,9 mL) + R 110 °C (1 mL)  FT (8,9 mL) + R 0,05 % PO (1 mL)  
FT + 20 % R FT (7,9 mL) + R 110 °C (2 mL)  FT (7,9 mL) + R 0,05 % PO (2 mL)  
FT + 30 % R FT (6,9 mL) + R 110 °C (3 mL)  FT (6,9 mL) + R 0,05 % PO (3 mL)  
FT + 40 % R FT (5,9 mL) + R 110 °C (4 mL)  FT (5,9 mL) + R 0,05 % PO (4 mL)  
FT – delno deproteinizirana kisla sirotka, R – retentat sirotke, R 110 °C – retentat sirotke toplotno obdelan pri 
110 °C, R 0,05 % - retentat sirotke z dodatkom 0,05 % peroksiocetne kisline, KE – kvasni ekstakt, PO - 
peroksiocetna kislina.  
 
3.2.3.4 Izračun števila prisotnih kolonijskih enot 
 
Število KE/mL smo izračunali po formuli:  
 
𝑁 =  
∑𝐶
(𝑛1+0,1∙𝑛2)∙𝑑 
  … (1) 
 
N – število mikroorganizmov (enota: KE/mL) 
∑C – vsota kolonijskih enot 
n1 – število števnih plošč prve razredčitve 
n2 – število števnih plošč druge razredčitve 
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d – faktor razredčitve, ki ustreza prvi razredčitvi 
 
Števne so bile tiste plošče, na katerih je bilo prisotnih med 10 in 300 kolonij.  
 
 
3.2.4 Gojitveni testi 
 
Gojišče za gojenje Lc. lactis IM 145 smo pripravili tako, da smo sirotki dodali različne deleže 
založne raztopine (0,5 g/mL) kvasnega ekstrakta, tako da so bile kočne koncentracije 0 %, 1 
%, 2 %, 2,5 %, 3 %, 4 %, 5 % ali 10 %. Uporabili smo delno deproteinizirano kislo sirotko 
20055FT in permeat ultrafiltracije sirotke 20094PFT. S pH metrom smo uravnali vrednost 
pH obeh sirotk na 6,5. Sirotko smo zaporedno filtrirali skozi filtre z velikostjo por 1,2 µm, 
0,45 µm in 0,2 µm. Filtriranje skozi filter z velikostjo por 0,2 µm smo izvajali v aseptičnih 
razmerah. V centrifugirke z volumnom 10 mL smo v aseptičnih razmerah odpipetirali 
ustrezno količino sirotke in kvasnega ekstrakta ter v vsako dodali 100 µL prekonočne kulture 
seva IM 145 v gojišču M17. Kontrolni vzorec je sestavljala sirotka in 100 µL gojišča M17 
brez seva IM 145. Centrifugirke smo v aerobnih razmerah inkubirali 18 h pri 30 °C.  
 
3.2.4.1 Spremljanje rasti seva Lc. lactis IM 145 z merjenjem optične gostote 
 
V jamice mikrotitrske plošče smo v dveh tehničnih ponovitvah odpipetirali po 200 µL 
posameznega testnega ali kontrolnega vzorca. Z merilcem optične gostote smo izmerili 
optično gostoto pri 630 nm takoj ob inokulaciji (čas 0 h) in po inkubaciji (po 24-ih urah).  
 
3.2.4.2 Spremljanje rasti seva Lc. lactis IM 145 z metodo štetja kolonij na ploščah 
 
Izhodiščno raztopino seva IM 145 smo v aseptičnih razmerah razredčili po Kochu in redčitve 
10-6, 10-7, 10-8 v dveh tehničnih ponovitvah nacepili na plošče z gojiščem M17. Po inkubaciji 
smo posamezne vzorce v aseptičnih razmerah razredčili po Kochu in redčitve 10-6, 10-7, 10-
8 nacepili na plošče z gojiščem M17. Plošče smo v aerobnih razmerah inkubirali 48 h pri 30 
°C. Po končani inkubaciji smo z metodo štetja na ploščah na elektronskem števcu prešteli 
kolonije in izračunali število prisotnih kolonijskih enot na mL.  
 
 
3.2.5 Pridobivanje bakteriocinsko aktivne biomase Lc. lactis IM 145 v bioreaktorju 
 
3.2.5.1 Priprava bioreaktorja in zagon bioprocesa 
 
Vklopili smo glavno stikalo na bioreaktorju. Kalibrirali smo pH-meter, ga povezali z 
bioreaktorjem in vstavili pH-sondo. Priključili smo merilec motnosti, ki smo ga sprali smo 
z 10-% H2O2, nato še z demineralizirano in mikrofiltrirano vodo milliQ. Vključili smo enoto 
za temperaturo in enoto za mešanje. Temperaturo smo uravnali na 30 °C. Mešalo smo 
nastavili na vrednost 350 vrtljajev na min. V bioreaktorsko posodo smo nalili 2,4 L sirotko 
20055FT, ki smo jo predhodno odtalili v vodni kopeli pri 47 °C. Dodali smo avtoklavirano 
raztopino 62,5 g kvasnega ekstrakta v 125 mL demineralizirane in mikrofiltrirane vode 
milliQ. Kvasni ekstrakt je predstavljal 2,5 % (m/V) končne prostornine reakcijske mešanice 
v bioreaktorju. Priključili smo črpalko za bazo. Na začetku preskusa smo z 2 M NaOH 
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uravnali vrednost pH na 6,5. Odstranili smo vhod za bazo in dodali 20 mL prekonočne 
kulture seva IM 145 v gojišču BHI. Inokulum je predstavljal 0,8 % (V/V) končne prostornine 
reakcijske mešanice. Da bi preskus potekal v čim bolj anaerobnih razmerah, smo reakcijsko 
mešanico prepihali z dušikom.  
 
3.2.5.2 Potek bioprocesa, vzorčenje in spremljanje rasti seva Lc. lactis IM 145 
 
Bioproces smo izvedli v treh ponovitvah. Vsak proces je trajal 24 h. Optično gostoto in 
vrednost pH smo spremljali preko računalniškega programa Shiva II (Bia, Ljubljana). Do 
dosega stacionarne faze (prvih 8 h) smo vzorčili enkrat na uro. Zadnji vzorec smo zajeli po 
preteklih 24 h. Prvo vzorčenje smo opravili ob času 0 h, takoj po inokulaciji. Vzorčenja smo 
opravljali ob plinskem gorilniku. Najprej smo skozi pipo spustili nekaj mL vzorca in ga 
zavrgli. Nato smo z vzorcem napolnili dve 10 mL-centrifugirki. Prvo centrifugirko smo 
shranili v zamrzovalnik pri -20 °C. Drugo centrifugirko smo uporabili za spremljanje rasti 
seva IM 145. Rast smo spremljali z metodo štetja kolonij na ploščah: odvzete vzorce v 
centrifugirkah smo premešali z vrtinčnim mešalnikom. V aseptičnih razmerah smo jih 
razredčili po Kochu do želene koncentracije. Po 1 mL ustrezno redčenih vzorcev smo 
prenesli v sterilne petrijeve plošče in prekrili z gojiščem BHI. Gojišče smo predhodno 5 min 
raztapljali v mikrovalovni pečici pri 500 W. Petrijeve plošče smo v aerobnih razmerah 
inkubirali 16 h pri 30 °C. Po končani inkubaciji smo prešteli kolonije s pomočjo 
elektronskega števca in izračunali število KE/mL.  
 
3.2.5.3 Čiščenje in sterilizacija bioreaktorskega sistema 
 
Po vsakem končanem bioprocesu smo izklopili glavno stikalo na bioreaktorju. Iztočili smo 
brozgo. Črpalko in merilec motnosti smo sprali z 0,5 L 10-% H2O2, nato še z 0,5 L 
demineralizirane in mikrofiltrirane vode milliQ. Odvili smo pipo za vzorčenje, varnostni 
ventil in zračni filter ter jih pripravili za avtoklaviranje. Odstranili smo elektrodo pH metra, 
jo sprali z demineralizirano in mikrofiltrirano vodo milliQ in potopili v nasičeno raztopino 
KCl. Iz pokrova bioreaktorja smo odstranili navoje in diafragme. Odvili smo bioreaktorsko 
posodo ter jo v umivalniku oprali z vročo vodo in na koncu še z demineralizirano in 
mikrofiltrirano vodo milliQ. Navoje in rob posode smo premazali s silikonskim lubrikantom. 
Avtoklavirali smo cevko, pipo za vzorčenje, ventile in vse dele, ki se dajo odstraniti. Vstavili 
smo nove diafragme. V bioreaktor smo nalili 2,5 L demineralizirane in mikrofiltrirane vode 
milliQ. Pričeli smo s sterilizacijo. Priklopili smo reakcijsko posodo s kontrolno enoto. Zaprli 
smo zračni filter, vključili mešalo na 390 vrtljajev na min. Okrog reakcijske posode smo 
namestili varnostni plašč. Vklopili smo gumb za merjenje temperature. Ko je temperatura 
dosegla 108 °C, smo odprli zračni filter. Po končani sterilizaciji smo ugasnili grelec in zaprli 
zračni filter. Ko je temperatura dosegla 37 °C, smo namestili pipo za vzorčenje in njeno 
konico potopili v 10-% H2O2.  
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Slika 1: Bioreaktor (BIOENGINEERING, Švica) 
 
3.2.6 Ugotavljanje protimikrobne aktivnosti seva Lc. lactis IM 145 
 
3.2.6.1 Ugotavljanje protimikrobne aktivnosti na poltrdnem gojišču MRS, ob prisotnosti 
indikatorskega seva L. sakei IM 108  
 
V samostoječo centrifugirko smo dodali 50 mL poltrdnega gojišča MRS Soft in 375 µL 
prekonočne kulture indikatorskega seva L. sakei IM 108, kar znaša približno 105 kolonijskih 
enot (KE)/mL. Vsebino smo premešali z vrtinčnim mešalnikom in v vsako petrijevo ploščo 
razlili 15 mL. Petrijeve plošče so se nato sušile nekaj min v laminarju. Da smo ugotovili, če 
sev IM 145 proizvaja bakteriocine, smo prekonočno kulturo seva centrifugirali 10 min pri 
sobni temperaturi in pri 3340 g. Ker se nizin izloča v gojišče, smo po centrifugiranju 
supernatant filtirali s pomočjo 10 mL-brizge skozi filter z velikostjo por 0,2 µm. V aseptičnih 
razmerah smo v gojišče vcepili 15 µL supernatanta, tako da smo ga točkovno nanesli 3-krat 
po 5 µL. Petrijeve plošče smo inkubirali 16 h, pri 30 °C, v razmerah indikatorskega seva. Po 
končani inkubaciji smo opazovali, če so se pojavile inhibicijske cone.  
 
3.2.6.2 Ugotavljanje protimikrobne aktivnosti z mikrodilucijsko metodo na mikrotitrskih 
ploščah, ob prisotnosti indikatorskega seva L. sakei IM 108  
 
Vzorce, ki smo jih dobili z vzorčenjem kulture iz bioprocesa v bioreaktorju, smo odmrznili 
in centrifugirali 10 min pri 3340 g. Usedlino smo zavrgli. Supernatant smo v aseptičnih 
razmerah filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,2 µm. Tako smo dobili brezcelični 
supernatant. Pripravili smo načrt mikrotitrske plošče. Od leve strani proti desni strani je prva 
jamica v vrsti predstavljala negativno kontrolo (200 µL gojišča brez indikatorskega seva in 
brez vzorca z bakteriocini), zadnja pa pozitivno kontrolo (gojišče z indikatorskih sevom in 
brez vzorca z bakteriocini). V vse jamice razen prve (negativna kontrola) in druge z leve, 
smo z multikanalno pipeto dodali 50 µL gojišča MRS. V drugo jamico v vrsti smo vnesli 90 
µL MRS gojišča in 10 µL vzorca - brezceličnega supernatanta. Po 50 µL vzorca smo prenesli 
iz ene kolone v naslednjo, od leve proti desni. Vzorec smo na tak način prenesli do zadnje 
jamice, kjer smo zadnjih 50 µL vzorca zavrgli. Nato smo kulture celic indikatorskega seva 
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L. sakei IM 108 razredčili 10.000-krat. Tako razredčen indikatorski sev smo po 150 µL 
dodali v vsako jamico, razen v 1. koloni (negativna kontrola). Test smo izvedli v dveh 
ponovitvah. Mikrotitrske plošče smo inkubirali pri 30 °C, 18 h v anaerobnih razmerah. Po 
končani inkubaciji smo izmerili optično gostoto pri 630 nm in ugotovili, katera je največja 
razredčitev vzorca z bakteriocinom, ki še zadostuje za več kot 50-% zaviranje rasti 
indikatorskega seva. Bakteriocinsko aktivnost (BA/mL) smo izračunali takole:  
 
BA = 2n x (1/µL bakteriocinskega pripravka oziroma frakcije) x 1000 µL  … (2) 
 
BA – bakteriocinska aktivnost (enota: BA/mL) 





Fermentacijsko brozgo, ki smo jo po 24-ih urah bioprocesa odvzeli iz bioreaktorja, smo 
najprej centrifugirali pri 3340 g, 10 min. Usedlino smo zavrgli. Supernatant smo v aseptičnih 
razmerah prefiltrirali skozi filtre z velikostjo por 0,2 µm, nato pa ga ultrafiltrirali. 
Ultrafiltracija je potekala 30 min s centrifugiranjem pri 5000 g v centrifugirkah z vloženo 
membrano za ultrafiltracijo, s prostornino 15 mL. Uporabljali smo membrani z velikostjo 
por 30 kDa in 10 kDa. Ko smo ultrafiltrirali skozi membrano z velikostjo por 10 kDa, smo 
enemu vzorcu dodali NaDS (v končni koncentraciji 1 % (m/V)) ali acetonitril (v končni 
koncentraciji 20 % (V/V)). Permeat in koncentrat iz ultrafiltracijskega koncentratorja z 
membrano 30 kDa smo ultrafiltrirali še skozi membrano z velikostjo por 10 kDa. Permeate 
in koncentrate smo odpipetirali v nove 15-mL centrifugirke in shranili v hladilniku pri 4 °C 
do naslednjega dne. Naslednji dan smo jih uporabili za preskus protimikrobne aktivnosti na 
poltrdnem gojišču MRS ob prisotnosti indikatorskega seva L. sakei IM 108.  
 
 
3.2.8 Izolacija nizina s preparativno kationsko-izmenjevalno kromatografijo 
 
Pri vseh treh preskusih gojenja v bioreaktorju smo po 8-ih in 24-ih urah odvzeli del 
fermentacijske brozge in iz nje izolirali nizin s kationsko-izmenjevalno kromatografijo. 
Kromatografijo smo izvedli 3-krat, pri treh različnih vrednostih pH: pri pH 5, pH 6 in pH 7. 
Za prvi preskus izolacije, pri pH 5, smo uporabili brozgo odvzeto po 8-ih in 24-ih urah vseh 
treh bioprocesov. Pri preskusu izolacije pri pH 6 in pH 7 pa le brozgo, odvzeto po 8-ih urah 
zadnjega izvedenega bioprocesa. Brozgo smo najprej odtalili v vodni kopeli. Nato smo jo 
centrifugirali pri 6 °C, 3340 g, 30 min. Usedlino smo zavrgli, supernatant smo filtrirali skozi 
filter z velikostjo por 0,2 µm. Kot standard smo uporabili komercialni nizin tipa Z. Zatehtali 
smo 0,0037 g nizina Z in ga raztopili v 50 mM Na-laktatu, pH 5. Filtrirali smo ga skozi filter 
z velikostjo por 0,2 µm. Tako pripravljen standard smo uporabili v vseh treh izvedenih 
analizah kationsko-izmenjevalne kromatografije. Uporabili smo preparativno kolono 
CIMmultusTM S03-1. Na kolono, ki je bila ekvilibrirana v mobilni fazi A, smo s pomočjo 50 
ml zanke nanesli 0,5 mL standarda, ali 50 mL brezceličnega supernatanta iz fermentacijske 
brozge (pri preskusu pri pH 5) oziroma 5 ali 50 ml brozge pri vsakem od preskusov pri pH 
6 in 7. Nanos in spiranje sta potekala 30 do 32 min. Nato smo izvedli elucijo vezanih 
proteinov z linearnim gradientom mobilne faze B (primerni pufer z 2 M NaCl) od 0 % do 
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100 % v 15 min. Kolono smo 5 min spirali s 100 % B. Sledil je gradient od 100 % do 0 % B 
v 1 min in spiranje kolone 5 min s 100 % A. Pretok tekom izolacije je znašal 3 mL/min. 
Absorbanco smo spremljali pri 226 nm. Kromatograme smo analizirali in prikazali s 
pomočjo programa Postrun. Vse dobljene frakcije smo uporabili za preskus protimikrobne 
aktivnosti na poltrdnem gojišču MRS ob prisotnosti indikatorskega seva L. sakei IM 108.  
 
 
3.2.9 Izolacija nizina s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z obrnjeno fazo 
(RP-HPLC) 
 
3.2.9.1 Analitska metoda RP-HPLC 
 
Z RP-HPLC smo analizirali nekatere elucijske frakcije iz kationsko-izmenjevalne 
kromatografije pri pH 5 in brezcelični supernatant fermentacijske brozge, odvzet po 8-ih 
urah zadnjega izvedenega bioprocesa v bioreaktorju. Vsakemu vzorcu (600 µL) smo dodali 
194 µ mobilne faze B. Kot standard smo uporabili nizin Z. Zatehtali smo ga 2,2 mg in 
raztopili v 200 µL mobilne faze B in 800 µL mobilne faze A. Vzorce in standard smo filtrirali 
skozi filter z velikostjo por 0,2 µm v viale za HPLC. Uporabljali smo analitsko kolono C8, 
Widespore Aeris 250 x 4,6 mm (3,6 µm, 200 Å), ki smo jo ekvilibrirali v 20 % B. Po nanosu 
100 ul vzorca izvedli gradient mobilne faze B od 20 % do 38 % v 18 min in nato v 2 min od 
38 % do 100 %. Sledilo je spiranje kolone 4 min s 100 % mobilne faze B, nato pa linearni 
gradient od 100 % do 20 % mobilne faze B v 1 min. Kolono smo nato spirali 5 min z 20 % 
mobilne faze B pred nanosom naslednjega vzorca. Analizo smo izvajali pri 45 °C. 
Absorbanco smo spremljali pri 226 nm. Kromatograme smo analizirali in prikazali s 
pomočjo programa Postrun. Po končani analizi smo frakcije sušili v inkubatorju pri 50 °C, 
dokler nista izhlapela prisotna ACN in TFA. Izmerili smo protimikrobno aktivnost 
posušenih frakcij proti L. sakei IM 108. 
 
3.2.9.2 Preparativna metoda RP-HPLC 
 
Pripravili smo mobilno fazo A (5 % ACN in 0,1 % TFA) ter mobilno fazo B (90 % ACN in 
0,1 % TFA). Za izolacijo smo uporabili fermentacijsko brozgo po 8-ih urah zadnjega 
izvedenega bioprocesa. Brozgo smo odtalili v vodni kopeli in 30 min centrifugirali pri 3340 
g in 6 °C. Usedlino smo zavrgli, supernatant pa filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,2 µm. 
Brozgo smo razredčili s topilom A in topilom B do končne koncentracije 10 % ACN in 0,05 
% TFA. Uporabili smo preparativno kolono C12 Jupiter 4 µm Proteo 90 Å, 250 x 21,2 mm. 
Nanesli smo 5 mL razredčenega vzorca, ki smo ga predhodno filtrirali skozi filter z 
velikostjo por 0,2 µm. Za standard smo uporabili komercialni tip nizina Z, raztopljenega v 
mobilni fazi A, ki smo ga filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,2 µm. Po nanosu standarda 
ali vzorca brozge smo spirali kolono z mobilno fazo A, dokler ni absorbanca pri 226 nm 
padla pod 0,1 AU. Sledil je linearni gradient mobilne faze B od 0 % do 15 % v 1 min, nato 
do 45 % v 17 min in do 100 % v nadaljnjih 2 min. Sledilo je 5 min spiranje kolone s 100 % 
mobilno fazo B in linearni gradient do 0 % mobilne faze B v 1 min. Pred nanosom 
naslednjega vzorca smo kolono spirali 15 min v 100 % mobilni fazi A. Pretok med analizo 
je bil 6 mL/min. Absorbanco smo spremljali pri 226 nm. Kromatograme smo analizirali in 
prikazali s pomočjo programa Postrun. Po končani analizi smo frakcije posušili v inkubatorju 
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pri 50 °C, dokler nista izhlapela prisotna ACN in TFA. Izmerili smo protimikrobno aktivnost 
posušenih frakcij proti L. sakei IM 108. 
 
 
3.2.10 Detekcija nizina z NaDS-PAGE  
 
Za ločevanje proteinov glede na molekulsko maso in preverjanje njihove čistosti smo 
uporabili tricinsko poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecil 
sulfata (NaDS-PAGE). Uporabili smo prirejeno metodo po Schägger (2006). Metoda je 
primerna za ločevanje proteinov, manjših od 30 kDa. Namesto glicina pri tej metodi 
uporabljamo tricin, ki omogoča boljšo resolucijo peptidov. Dan pred izvedbo elektroforeze 
smo pripravili 1 mm gel, sestavljen iz 4-% zbiralnega gela ter 10-% in 15-% ločevalnega 
gela. Analizirali smo tiste vzorce, pri katerih se je pojavila največja inhibicijska cona pri 
preskusu protimikrobne aktivnosti. 
 
Vzorcem smo v razmerju 1:1 dodali neredukcijski nanašalni pufer. Vzorce smo denaturirali 
5 min pri 95 °C in nato centrifugirali 2 min pri 4 °C in 250 g na min. Na gel smo nanesli 15 
µL posameznega vzorca in 3 µL standarda molekulskih mas. Elektroforezo smo izvajali 2 h, 
s postopnim povečevanjem električne napetosti od 60 V do 100 V. Poliakrilamidne gele smo 
po končani elektroforezi obarvali z raztopino 0,1-% ali 0,25-% Coomassie Brilliant Blue 
R250 v 10 % ocetni kislini in 30 % etanolu v demineralizirani in mikrofiltrirani vodi milliQ. 
Gele smo v raztopini pustili na stresalniku čez noč. Naslednji dan smo jih razbarvali z 
večkratno menjavo raztopine 10 % ocetne kisline in 30 % etanola v demineralizirani in 
mikrofiltrirani vodi milliQ. Gele smo skenirali, nato pa proteine obarvali še s srebrovim 
nitratom: gele smo najprej rehidrirali v demineralizirani in mikrofiltrirani vodi milliQ. Nato 
smo jih za 30 min potopili v raztopino DTT, s koncentracijo 5 μg/mL v demineralizirani in 
mikrofiltrirani vodi milliQ. Gele, zavite v folijo, smo 1 h inkubirali v raztopini 0,1-% 
srebrovega nitrata v demineralizirani in mikrofiltrirani vodi milliQ. Nato smo odlili 
raztopino srebrovega nitrata, gele sprali z demineralizirano in mikrofiltrirano vodo milliQ in 
z razvijalno raztopino (3-% Na2CO3 in 50 ul 37-% formaldehid na 100 ml raztopine). V 
razvijalni raztopini smo jih pustili do želene vidnosti proteinskih lis. Reakcijo smo prekinili 
z dodatkom 5 g trdne citronske kisline na 100 ml razvijalne raztopine. Gele smo sprali z 
demineralizirano in mikrofiltrirano vodo milliQ in jih ponovno skenirali. Slike gelov smo 
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4.1 MORFOLOGIJA BAKTERIJSKIH CELIC SEVOV Lc. lactis IM 145 IN L. sakei IM 
108 
 
Lc. lactis z oznako IM 145 spada v rod laktokokov. Z barvanjem po Gramu smo ugotovili, 
da so na preparatu po Gramu pozitivne bakterije. Gre za modro-vijolično obarvane koke. 
Rastejo lahko posamično, v parih ali se združujejo v verigah. Tudi indikatorski sev L. sakei 
ATCC15521, z oznako IM 108, se je pri barvanju po Gramu obarval modro-vijolično. Tako 
lahko potrdimo, da gre za po Gramu pozitivne bakterije. Po obliki so paličaste bakterije.  
 
 
Slika 2: Fotografije mikroskopskih preparatov bakterijskih celic, obarvanih po Gramu; leva slika prikazuje sev 
Lc. lactis IM 145 in desna slika sev L. sakei IM 108 
 
 
4.2 REZULTATI OBDELAVE RETENTATA 
 
4.2.1 Inaktivacija mikroorganizmov v retentatu 
 
Retentat z oznako 20055 je frakcija sirotke, ki je ostala po mikrofiltraciji. Vsebovala je 5,1 
x 105 KE/mL. Da bi to frakcijo lahko uporabili kot gojišče za gojenje Lc. lactis IM 145, ki 
proizvaja nizin, smo želeli zmanjšati njihovo število na dva načina. Prvi način inaktivacije 
mikroorganizmov je bil s toplotno obdelavo pri 110 °C, 15 min ter pri 121 °C, 15 min. Pri 
drugem načinu smo retentatu dodali peroksiocetno kislino v različnih koncentracijah (0 %, 
0,001 %, 0,005 %, 0,01 %, 0,05 %, 0,1 %). Preživetje smo spremljali z metodo štetja na 
ploščah, na treh različnih gojiščih: PCA, M17 in MRS. Gojišče PCA je splošno gojišče. 
Uporabili smo ga za gojenje aerobnih bakterij. Gojišče M17 smo uporabili za gojenje 
aerobnih mezofilnih mlečnokislinskih bakterij, kokov. Gojišče MRS pa za gojenje 
anaerobnih mezofilnih mlečnokislinksih bakterij, palčk. Izračunali smo število KE/mL, kar 
prikazujeta grafa na slikah 3 in 4.  
 
Ko smo mikroorganizme v retentatu poskušali inaktivirati s pomočjo toplotno obdelave, smo 
ugotovili, da pri 15-minutni obdelavi pri temperaturi 110 °C, znaša število KE/mL manj kot 
Lc. lactis IM 145 L. sakei IM 108 
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10 na gojiščih MRS, PCA in M17. Po 15-minutni obdelavi pri temperaturi 121 °C je bilo 
prisotnih 6,1 × 104 KE/mL na gojišču PCA. Rezultati kažejo, da je obdelava pri temperaturi 
110 °C zadostovala za uspešno inaktivacijo mikroorganizmov. Rezultat, ki kaže prisotnost 
čez 104 KE/mL po avtoklaviranju (121 °C), pa je najverjetneje rezultat prisotnosti aerobnih 
spor, ki so po germinaciji zrasle na gojišču za aerobne bakterije PCA (slika 3).  
 
Ko smo retentatu dodali vsaj 0,05 % peroksiocetne kisline, smo uspešno inaktivirali vse 
prisotne mikroorganizme. Pri tej koncentraciji ni bilo rasti na nobenem gojišču (MRS, PCA, 
M17) (slika 4). Tako smo pokazali, da obdelava s peroksiocetno kislino kot alternative za 
toplotno obdelavo, omogoča inaktivacijo mikroorganizmov v retentatu kisle sirotke, 
namenjenemu pripravi gojišča za gojenje Lc. lactis. Obdelava z 0,01 % peroksiocetno kislino 
je bila delno uspešna, saj je inaktivirala mlečnokislinske bakterije na gojiščih M17 in MRS, 




Slika 3: Število bakterij (KE/mL) na gojiščih PCA, M17 in MRS v retentatu sirotke 20055 po 15-minutni 












110 °C 121 °C
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Slika 4: Število bakterij (KE/mL) na gojiščih PCA, M17 in MRS v retentatu sirotke 20055 po obdelavi z 0 %, 0,001 %, 
0,005 %, 0,01 %, 0,05 %, in 0,1 % peroksiocetne kisline; PO – peroksiocetna kislina 
 
 
4.2.2 Spremljanje rasti seva Lc. lactis IM 145 v sirotki z dodatkom retentata 
 
Ko smo ugotovili, kakšen način obdelave retentata inaktivira vse prisotne mikroorganizme, 
smo uporabili retentat pri pripravi gojišča za gojenje Lc. lactis IM 145. Kulturo smo 
inkubirali 18 h pri 30 °C. Nato smo rast seva IM 145 spremljali z metodo nacepljanja in 
štetja na ploščah.  
 
Ko smo kisli deproteinizirani sirotki dodali retentat, predhodno obdelan z 0,05 % 
peroksiocetne kisline, smo ugotovili, da se z večanjem deleža retentata zmanjšuje rast seva 
IM 145. Ko smo povečevali delež dodanega retentata, toplotno obdelanega pri temperaturi 
110 °C, pa ni bilo bistvene spremembe v rasti seva IM 145. Največje število KE/mL smo 
zabeležili v gojišču, ki je vsebovalo sirotko z dodatkom kvasnega ekstrakta (2,5 %), brez 
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Slika 5: Graf rasti seva Lc. lactis IM 145 v različno sestavljenih gojiščih. FT – delno deproteinizirana kisla 
sirotka, KE – kvasni ekstrakt, R – retentat sirotke. Prva 2 stolpca (1. zeleni in 1. vijolični stolpec) prikazujeta 
dve paralelki kontrolnega vzorca FT+KE, druga 2 stolpca (2. zeleni in 2. vijolični stolpec) pa dve paralelki 
kontrolnega vzorca FT. Modri stolpci, R je bil predhodno obdelan pri 110 °C (15 min); rdeči stolpci, R je bil 
obdelan s peroksiocetno kislino (0,05 %) 
 
 
4.3 REZULTATI GOJITVENIH TESTOV 
 
4.3.1 Spremljanje rasti seva Lc. lactis IM 145 z merjenjem optične gostote in s štetjem 
na ploščah 
 
Sev IM 145 smo nacepili v 10 mL gojišča s sirotko in kvasnim ekstraktom. Uporabili smo 
kislo deproteinizirano sirotko (šarža 20055) ter permeat po ultrafiltraciji sirotke (šarža 
20094). Dodali smo različne deleže kvasnega ekstrakta (0 %, 1 %, 2 %, 2,5 %, 3 %, 4 %, 5 
%, 10 %). Rast seva smo spremljali z merjenjem optične gostote in s štetjem na ploščah.  
 
Povprečne vrednosti optične gostote s standardnim odklonom dveh ponovitev med rastjo 
seva IM 145, izmerjene ob času 0 in 24 h, so prikazane na sliki 6. Ugotovili smo, da je sev 
IM 145 sposoben rasti v gojišču, pripravljenemu iz kisle deproteinizirane sirotke, prav tako 













110 °C 0,05 % PO Kontrola 1 Kontrola 2
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rast seva v obeh uporabljenih sirotkah (FT oz. PFT) izboljšala, sorazmerno s količino 
dodanega kvasnega ekstrakta.  
 
 
Slika 6: Graf optične gostote kulture Lc. lactis IM 145 v gojiščih na osnovi kisle sirotke pri 630 nm, izmerjeno 
ob času 0 h in po 24-ih urah. FT – delno deproteinizirana kisla sirotka, PFT – permeat po ultrafiltraciji sirotke 
FT, KE – kvasni ekstrakt 
 
 
Število KE/mL seva Lc. lactis IM 145 po 24-h inkubaciji v gojiščih na osnovi sirotke (10 
mL) je prikazano na sliki 7. Na gojišče M17 smo nacepili tudi izhodiščno kulturo seva Lc. 
lactis IM145 v gojišču M17. Število KE/mL izhodiščne kulture je znašalo 6,18 x 109. 
Najmanj KE/mL smo po 24-ih urah ugotovili v gojišču, pripravljenem iz kisle 
deproteinizirane sirotke (FT) in v permeatu po ultrafiltraciji sirotke (PFT) brez dodatka 
kvasnega ekstrakta.  
 
Z merjenjem OD in z ugotavljanjem števila KE/mL smo pokazali, da je dodajanje kvasnega 
ekstrakta pozitivno vplivalo na rast Lc. lactis IM 145 v gojiščih FT in PFT. Povečanje deleža 
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kvasnega ekstrakta nad 2,5 % je imelo pozitiven učinek na optično gosoto seva Lc. lactis IM 




Slika 7: Število bakterij (KE/mL) seva Lc. lactis IM 145 po 24-ih urah gojenja v različnih gojiščih na osnovi 
kisle sirotke. S – sirotka, FT – delno deproteinizirana kisla sirotka, PFT – permeat po ultrafiltraciji sirotke FT, 
KE – kvasni ekstrakt 
 
 
4.4 REZULTATI PRIDOBIVANJA BAKTERIOCINOV IN AKTIVNE BIOMASE Lc. 
lactis IM 145 V BIOREAKTORJU 
 
4.4.1 Spremljanje rasti seva Lc. lactis IM 145 med bioprocesom v bioreaktorju 
 
Bakteriocinsko aktivno biomaso Lc. lactis IM 145 smo pridobivali v treh šaržnih procesih v 
2,5-L bioreaktorju. Kot osnovo za gojišče smo uporabili delno deproteinizirano kislo sirotko, 
obogateno z dodatkom 2,5 % kvasnega ekstrakta. Vsak bioproces je trajal 24 h. Podatke 
samodejno izmerjene optične gostote pri 600 nm in vrednosti pH smo zajemali in beležili s 
pomočjo računalniškega programa Shiva II (Bia, Slovenija). Bioproces smo izvajali v treh 
ponovitvah, z istimi parametri.  
 
Graf na sliki 8 prikazuje povprečja vrednosti pH vseh 3 izvedenih preskusov v bioreaktorju. 
Vrednost pH smo z 2 M NaOH uravnali na 6,5 le na začetku preskusa. Vrednost pH je padala 
prvih 18 h. Po 18-ih urah je povprečna vrednost pH vseh 3 izvedenih preskusov znašala 4,84. 
Po 18-ih urah pa se je le minimalno spreminjala. Po končanem bioprocesu je znašala 4,85. 
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Slika 8: Graf povprečne vrednosti pH treh izvedenih bioprocesov v bioreaktorju, v katerem smo gojili Lc. lactis 
IM145 
 
Graf na sliki 9 prikazuje povprečja izmerjene optične gostote vseh 3 izvedenih preskusov v 
bioreaktorju. Takoj ob inokulaciji znaša povprečje vrednosti optične gostote vseh treh 
preskusov 0,6. Optična gostota je najbolj strmo naraščala med 6. in 7. h, kjer je narasla z 
vrednosti 1,21 na vrednost 1,4. Po 14-ih urah je optična gostota vse manj naraščala. Po 14-
ih urah je znašala 1,67. Ob zaključku bioprocesa, po 24-ih urah pa je povprečje vrednosti 
optične gostote znašalo 1,72.  
  
Število KE/mL med rastjo seva IM145 v bioreaktorju smo ugotavljali prvih 8 h vsako uro in 
še enkrat na koncu bioprocesa. Število KE/mL je eksponentno naraščalo prvih 7 h 
bioprocesa, ko smo zabeležili največje število, 7,45 × 108 (slika 10). Vse do konca procesa 
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Slika 9: Graf povprečne vrednosti optične gostote treh izvedenih bioprocesov v bioreaktorju, v katerem smo 
gojili Lc. lactis IM145 
 
 
Slika 10: Graf povprečne vrednosti KE/mL s standardnim odklonom treh izvedenih bioprocesov v 
bioreaktorju, v katerem smo gojili Lc. lactis IM145 
 
 
4.4.2 Ugotavljanje protimikrobne aktivnosti kulture iz bioreaktorja  
 
Protimikrobno aktivnost bakteriocinov, proizvedenih med procesom v bioreaktorju, smo 
ugotavljali v brezceličnem supernatantu fermentacijske brozge z mikrodilucijsko metodo. 
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Graf na sliki 11 prikazuje bakteriocinsko aktivnost v supernatantih vzorcev vseh 3 izvedenih 
preskusov. Bakteriocinska aktivnost je najmanjša količina bakteriocinov, ki povzroči več kot 
50-% inhibicijo rasti indikatorskega seva v primerjavi s kontrolo – rastjo v gojišču brez 
bakteriocinov. Bakteriocinska aktivnost je bila najvišja po 6-ih do 8-ih urah, kar sovpada z 
dosegom stacionarne faze na krivulji rasti števila KE/mL. Povprečna BA/mL je eksponentno 




Slika 11: Graf bakteriocinske aktivnosti v supernatantih fermentacijske brozge treh ponovitev bioprocesa, v 
katerem smo gojili Lc. lactis IM145.   
 
4.5 IZOLACIJA NIZINA 
 
4.5.1 Rezultati koncentriranja nizina z ultrafiltracijo 
 
Brezcelični supernatant fermentacijske brozge smo ultrafiltrirali s centrifugiranjem pri 5000 
g, skozi membrani z velikostjo por 30 kDa ali 10 kDa. Da bi potrdili prisotnost nizina, smo 
tako permeate kot tudi koncentrate preskusili s testom za ugotavljanje protimikrobne 
aktivnosti na poltrdtrdnem gojišču MRS, ob prisotnosti indikatorskega seva L. sakei IM 108. 
Posamezni koraki ultrafiltracije in premeri inhibicijskih con pri preskusu protimikrobne 
aktivnosti so prikazani na sliki 12.  
 
Zanimalo nas je, če lahko ultrafiltracijo uporabimo kot vmesni korak čiščenja nizina pred 
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proteinov, prisotnih v brezceličnem supernantantu in sočasno doseči čim večji izplen nizina. 
Teoretična velikost molekul nizina je od 3.3524 Da. Zanj je značilna tudi tvorba multimerov. 
Želeli smo ugotoviti, če katera učinkovina preprečuje tvorbo multimerov ali vezavo nizina 
na druge sirotkine proteine. Na podlagi preteklih analiz z NaDS-PAGE in RP-HPLC smo 
sklepali, da NaDS in ACN preprečujeta nastanek teh skupkov, ki jih tvori nizin. 
 
Ultrafiltracija skozi 30 kDa ni bila uspešna s stališča čiščenja, saj se je nizin porazdelil med 
koncentrat in permeat, pri čemer je v koncentratu prisotnega več nizina (slika 13A). Ko smo 
ultrafiltrirali skozi membrano 10 kDa (slika 13C in 13D), pri permeatu ni nastala inhibicijska 
cona, kar pomeni, da se je ves nizin obdržal v koncentratu. V tem primeru, bi lahko 
ultrafiltracijo uporabili kot vmesni korak čiščenja nizina in koncentrat, pridobljen z 
ultrafiltracijo skozi membrano 10 kDa nadaljno očistili z uporabo kromatografije. Permeat 
in koncentrat, pridobljen z ultrafiltracijo skozi membrano 30 kDa, smo naknadno 
ultrafiltrirali še enkrat, skozi membrano z velikostjo por 10 kDa. Pri permeatu, pridobljenem 
po ultrafiltriranju skozi 30 kDa lahko vidimo, da tudi po naknadni ultrafiltraciji nizin ostane 
povezan v multimere oziroma na druge sirotkine proteine. Pri koncentratu, pridobljenem po 
ultrafiltriranju skozi 30 kDa pa lahko vidimo, da se je po naknadni ultrafiltraciji nekaj nizina 
sprostilo in prešlo v permeat. Protimikrobna aktivnost pridobljenih frakcij je prikazana na 
sliki 13B. Da bi preprečili vezavo nizina v multimere oziroma na sirotkine proteine, smo 
pred UF skozi membrano z velikostjo por 10 kDa enemu vzorcu zato dodali 1 % NaDS in 
drugemu 20 % ACN. Njuna protimikrobna aktivnost je prikazana na slikah 13C in 13D. Ker 
je pri testiranju koncentratov obeh vzorcev nastala večja inhibicijska cona kot pri permeatih, 
predvidevamo, da NaDS in ACN nista preprečila vezave nizina v večje komplekse. Le 
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Slika 13: Prisotnost nizina v permeatih in koncentratih po ultrafiltraciji, vidna kot cona inhibicije rasti 
indikatorskega seva L. sakei IM 108 
 
 
4.5.2 Rezultati izolacije nizina s HPLC in detekcije z NaDS-PAGE  
 
Kationsko-izmenjevalno kromatografijo smo izvedli s pufri s pH vrednostmi pH 5, 6 in 7. 
Da bi ugotovili, katera frakcija vsebuje nizin, smo frakcije analizirali s preskusom 
protimikrobne aktivnosti na poltrdnem gojišču MRS, ob prisotnosti indikatorskega seva L. 
sakei IM 108. Da bi ugotovili čistost nizina in kako velike proteine vsebujejo frakcije, smo 
jih analizirali z NaDS-PAGE.  
 
Ko smo na kolono pri kationsko-izmenjevalni kromatografiji pri pH 6 nanesli 5 mL vzorca 
z nizinom, ki smo ga vzorčili po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa, se je pri preskusu 
protimikrobne aktivnosti pojavila le ena inhibicijska cona. Ta je bila pri frakciji F3, ki smo 
jo odvzeli od 6,2 min do 6,9 min (slika 14A). Pri analizi frakcij z NaDS-PAGE je vidna 
proteinska lisa pri frakciji F3, ki odgovarja velikosti nizina (med 3,4 in 5 kDa) (slika 14B). 
Glede na protimikrobno aktivnost frakcije F3 sklepamo, da ta lisa pripada nizinu. 
Inhibicijska cona frakcije F3 tudi časovno sovpada z vrhom na kromatogramu (slika 15). 
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Slika 14: A: Protimikrobna aktivnost frakcij vzorca z nizinom, pridobljenih med kationsko-izmenjevalno 
kromatografijo pri pH 6, ko smo na kolono nanesli 5 mL vzorca z nizinom. B: NaDS-PAGE odvzetih frakcij 
po kationsko-izmenjevalni kromatografiji pri pH 6 in nanosu 5 mL vzorca z nizinom na kolono ter proteinska 
lestvica pri NaDS-PAGE. Z rdečo puščico je označena proteinska lisa nizina pri frakciji F3 
 
 
Slika 15: Kromatogram kationsko-izmenjevalne kromatografije s posameznimi frakcijami pri pH 6, ko smo na 
kolono CIMmultus S03-1 nanesli 5 mL vzorca z nizinom, odvzetega po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa 
v bioreaktorju (rdeča krivulja). Modra krivulja predstavlja kromatogram pri pH 6, ko smo na kolono 
CIMmultus S03-1 nanesli 50 mL vzorca z nizinom. Roza krivulja predstavlja standard nizina pri pH 6. Črna 
krivulja predstavlja kontrolo, kjer na kolono nismo nanesli vzorca 
Ko smo s kationsko-izmenjevalno kromatografijo pri pH 6 analizirali 50 mL supernatanta z 
nizinom, iz vzorca odvzetega po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa, so se pri preskusu 
protimikrobne aktivnosti pojavile inhibicijske cone pri vseh odvzetih frakcijah, razen pri 
frakciji F1, ki je bila odvzeta od 4,7 min do 5,4 min (slika 16). Protimikrobno aktivne frakcije 
so bile: F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9, F10. Protimikrobne aktivnosti je bilo največ v frakciji 
A B 
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F4, takoj za njo pa v frakcijah F3 in F5. Najbolj aktivne inhibicijske cone protimikrobno 
aktivnih frakcij časovno sovpadajo z vrhom na kromatogramu (slika 17). Pri analizi frakcij 
z NaDS-PAGE sta vidni proteinski lisi le pri frakciji F4 in F5, ki odgovarjata velikosti nizina 
(med 3,4 in 5 kDa) (slika 18). Glede na protimikrobno aktivnost frakcij F4 in F5, sklepamo, 




Slika 16: Protimikrobna aktivnost frakcij, pridobljenih med kationsko-izmenjevalno kromatografijo pri pH 6, 
ko smo na kolono nanesli 50 mL vzorca z nizinom 
 
 
Slika 17: Kromatogram kationsko-izmenjevalne kromatografije s posameznimi frakcijami pri pH 6, ko smo na 
kolono CIMmultus S03-1 nanesli 50 mL vzorca z nizinom, odvzetega po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa 
v bioreaktorju (modra krivulja). Roza krivulja predstavlja kromatogram standarda nizina. Črna krivulja 
predstavlja kontrolo, kjer na kolono nismo nanesli vzorca 
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Slika 18: NaDS-PAGE odvzetih frakcij po kationsko-izmenjevalni kromatografiji pri pH 6 in nanosu 50 mL 
vzorca z nizinom na kolono ter proteinska lestvica pri NaDS-PAGE. Z rdečo puščico sta označeni proteinski 
lisi, ki predvidoma predstavljata nizin, pri frakciji F4 in F5 
 
Ko smo na kolono pri kationsko-izmenjevalni kromatografiji pri pH 7 nanesli 5 mL vzorca 
z nizinom, ki smo ga vzorčili po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa, se pri preskusu 
protimikrobne aktivnosti pri nobeni frakaciji ni pojavila inhibicijska cona (slika 19). Tudi 
pri analizi frakcij z NaDS-PAGE se ni prikazala nobena izrazita proteinska lisa (slika 20). 
Kromatogram s posameznimi frakcijami kationsko-izmenjevalne kromatografije pri pH 7 je 
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Slika 19: Preskus protimikrobne aktivnosti frakcij, pridobljenih med kationsko-izmenjevalno kromatografijo 
pri pH 7 in nanosu 5 mL  
 
Slika 20: NaDS-PAGE odvzetih frakcij po kationsko-izmenjevalni kromatografiji pri pH 7 zadnjega 
izvedenega bioprocesa po 8-ih urah in nanosu 5 mL vzorca z nizinom na kolono ter proteinska lestvica pri 
NaDS-PAGE 
 
Do podobnih ugotovitev kot pri nanosu 5 mL vzorca z nizinom smo prišli tudi, ko smo na 
kolono kationsko-izmenjevalne kromatografije pri pH 7, nanesli 50 mL vzorca z nizinom. 
Pri preskusu protimikrobne aktivnosti se pri nobeni frakciji ni pojavila izrazita inhibicijska 
cona. Rahlo protimikrobno delovanje smo zaznali pri frakciji F1 in F5 (slika 21). Na podlagi 
rezultatov preskusa protimikrobne aktivnosti, smo se odločili, da teh frakcij ni smiselno 
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analizirati z NaDS-PAGE.  Kromatogram s posameznimi frakcijami kationsko-izmenjevalne 




Slika 21: Protimikrobna aktivnost frakcij, pridobljenih med kationsko-izmenjevalno kromatografijo pri pH 7, 
ko smo na kolono nanesli 50 mL vzorca z nizinom 
 
 
Slika 22: Kromatogram kationsko-izmenjevalne kromatografije pri pH 7 s posameznimi frakcijami, ko smo na 
monolitsko kolono CIMmultus S03-1 nanesli 5 mL (rdeča krivulja) in 50 mL (zelena krivulja) vzorca z 
nizinom, odvzetega po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa v bioreaktorju. Na kromatogramu je prikazan tudi 
standard nizina pri pH 7 (roza krivulja). Črna in modra krivulja predstavljata kontrolo, kjer na kolono nismo 
nanesli vzorca 
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Ko smo s kationsko-izmenjevalno kromatografijo pri pH 5 analizirali 50 mL supernatanta z 
nizinom, iz vzorca odvzetega po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa, so se pri preskusu 
protimikrobne aktivnosti pojavile inhibicijske cone pri frakciji F4, F5, F6 in F7 (slika 23B). 
Pri analizi frakcij z NaDS-PAGE sta vidni proteinski lisi le pri frakciji F5 in F6, ki 
odgovarjata velikosti nizina (med 3,4 in 5 kDa). Glede na protimikrobno aktivnost frakcij 
F5 in F6, sklepamo, da omenjeni lisi pripadata nizinu. Vidne so tudi nečistoče, prisotne v 
frakcijah (slika 23A). Inhibicijske cone protimikrobno aktivnih frakcij časovno sovpadajo z 




Slika 23: NaDS-PAGE odvzetih frakcij po kationsko-izmenjevalni kromatografiji pri pH 5 zadnjega 
izvedenega bioprocesa po 8-ih urah in nanosu 50 mL vzorca z nizinom na kolono ter proteinska lestvica pri 
NaDS-PAGE. Z rdečo puščico sta označeni proteinski lisi, ki predvidoma predstavljata nizin pri frakciji F5 in 
F6. (A) Nastanek inhibicijskih con pri preskusu protimikrobne aktivnosti, pri frakcijah F4, F5, F6 in F7 (B) 
A B 
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Slika 24: Kromatogram kationsko-izmenjevalne kromatografije s posameznimi frakcijami pri pH 5, ko smo na 
kolono CIMmultus S03-1 nanesli 50 mL vzorca z nizinom, odvzetega po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa 
v bioreaktorju (modra krivulja). Roza krivulja predstavlja kromatogram standarda nizina. Črna krivulja 
predstavlja slepi vzorec 
 
 
Frakcije F2, F3, F4 in F5 iz kationsko-izmenjevalne kromatografije pri pH 5 vzorca 
odvzetega po 8-ih urah zadnjega izvedenega bioprocesa v bioreaktorju, smo analizirali še s 
tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z obrnjeno fazo (RP-HPLC) na analitskem 
nivoju. Kromatogram teh frakcij je prikazan na sliki 25 in na sliki 26. Vrhova frakcij, ki 
časovno sovpadata z vrhom standarda nizina, imata najvišjo absorbanco pri frakciji F5 in 
F4. To sta frakciji, pri katerih se je pojavilo tudi protimikrobno delovanje (slika 27). Pri 
frakcijah F2 in F3 inhibicijska cona pri preskusu protimikrobne aktivnosti ni nastala, prav 
tako pri teh dveh frakcijah ni bilo zaznati vrha na kromatogramu. Na kromatogramu so vidni 
tudi drugi vrhovi frakcij, ki časovno ne sovpadajo z vrhom standarda nizina, kar pomeni, da 
frakcije niso čiste. 
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Slika 25: Kromatogram RP-HPLC na analitskem nivoju frakcij F2 (roza barva), F3 (modra barva), F4 (rdeča 
barva) in F5 (zelena barva), ki so bile odvzete med kationsko-izmenjevalno kromatografijo pri pH 5, ko smo 
na kolono CIMmultus S03-1 nanesli 50 mL vzorca z nizinom, odvzetega po 8-ih urah tretje ponovitve 




Slika 26: Povečan kromatogram s slike 25 
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Slika 27: Preskus protimikrobne aktivnosti, pri frakcijah F2, F3, F4 in F5 
 
 
Ko smo primerjali kationsko-izmenjevalno kromatografijo pri pH 5, pH 6 in pH 7, pri isti 
količini nanešenega vzorca (50 mL), smo ugotovili, da se je pri pH 6 na kolono vezalo največ 
proteinov (slika 28). Za najbolj uspešno metodo detekcije in čiščenja nizina s HPLC se je 
izkazala metoda kationsko-izmenjevalne kromatografije pri pH 6, saj smo tu zaznali najvišjo 
protimikrobno aktivnost. Pri pH 5 je v isti frakciji kot nizin več nečistoč, pri pH 7 pa nismo 




Slika 28: Kromatogram kationsko-izmenjevalne kromatografije pri pH 5 (zelena barva), pH 6 (modra barva) 
in pH 7 (rdeča barva), ko smo na monolitsko kolono CIMmultus S03-1 nanesli 50 mLvzorca z nizinom, 
odvzetega po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa v bioreaktorju. Na kromatogramu sta prikazana tudi 
standard nizina pri pH 6 (črna barva) in standard nizina pri pH 7 (roza barva) 
 
 
Preglednica 3 prikazuje frakcije kationsko-izmenjevalne kromatografije pri pH5, pH 6 in pH 
7 in čase, ob katerih so bile te odvzete. Pri kationsko-izmenjevalni kromatografiji pri 















Data5:poskus 3_8h.lcd PDA Ch2 226nm,8nm 
Data4:3_8, 50mL, ph7.lcd PDA Ch2 226nm,8nm 
Data3:vzorec 3_8 ph6.lcd PDA Ch2 226nm,8nm 
Data2:standrad nizinZ, ph7.lcd PDA Ch2 226nm,8nm 
Data1:standard nizinZ.lcd PDA Ch2 226nm,8nm 
standard nizina, pri pH 6 
standard nizina, pri pH 7 
vzorec 3_8, pri pH 5 
vzorec 3_8, pri pH 7 
vzorec 3_8, pri pH 6 
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vrednostih pH 5, pH 6 in pH 7 smo na monolitsko kolono CIMmultus S03-1 nanesli 
supernatant brozge, odvzete po 8-ih urah zadnjega izvedenega bioprocesa v bioreaktorju.  
 
 
Preglednica 3: Čas odvzetih frakcij pri kationsko-izmenjevalni kromatografiji, pri pH 6 in pH 7 
Vrednost pH Nanos vzorca Oznaka frakcije Čas odvzete frakcije 













0,5 – 1,0 min 
4,3 – 5,1 min 
5,1 – 5,8 min 
5,8 – 6,2 min 
6,2 – 6,6 min 
6,8 – 7,3 min 
7,3 – 7,7 min 
7,7 – 8,2 min 
8,2 – 8,8 min 
9,4 – 9,8 min 
9,8 – 10,6 min 
10,6 – 11,4 min 
11,4 – 11,9 min 
pH 6 5 mL F1 4,7 – 5,5 min 
  F2 5,5 – 6,2 min 
  F3 6,2 – 6,9 min 
  F4 6,9 – 7,8 min 
  F5 7,8 – 8,5 min 
  F6 8,5 – 9,2 min 
  F7 9,2 – 9,9 min 
pH 6 50 mL F1 4,7 – 5,4 min 
  F2 5,4 – 5,7 min 
  F3 5,7 – 6,2 min 
  F4 6,2 – 6,6 min 
  F5 6,6 – 7,2 min 
  F6 7,2 – 7,9 min 
  F7 7,9 – 8,5 min 
  F8 8,5 – 9,1 min 
  F9 9,1 – 9,9 min 
  F10 10,2 – 10,7 min 
pH 7 5 mL F1 5,0 – 5,5 min 
  F2 5,5 – 6,0 min 
  F3 6,0 – 6,5 min 
  F4 6,5 – 7,3 min 
  F5 7,3 – 8,0 min 
  F6 8,0 – 8,9 min 
  F7 8,9 – 9,9 min 
pH 7 50 mL F1 4,9 – 6,0 min 
  F2 6,0 – 6,6 min 
  F3 6,6 – 7,6 min 
  F4 7,6 – 8,4 min 
  F5 8,4 – 9,2 min 
  F6 9,2 – 9,9 min 
  F7 9,9 – 10,8 min 
  F8 10,8 – 11,5 min 
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S tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z obrnjeno fazo (RP-HPLC) na analitskem 
nivoju smo analizirali tudi brezcelični supernatant fermentacijske brozge, odvzete po 8-ih 
urah zadnjega izvedenega bioprocesa. Odvzete frakcije smo analizirali s preskusom 
protimikrobne aktivnosti. Inhibicijska cona se je pojavila le pri frakciji F3, ki smo jo odvzeli 
od 15,6 do 16,0 min (slika 29). Inhibicijska cona frakcije F3 tudi časovno sovpada z vrhom 
na kromatogramu (slika 30 in slika 31). Pri analizi frakcij z NaDS-PAGE pa se ni prikazala 





Slika 29: Preskus protimikrobne aktivnosti odvzetih frakcij med RP-HPLC na analitskem nivoju, ko smo 
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Slika 30: Kromatogram RP-HPLC na analitskem nivoju, ko smo analizirali brezcelični supernatant 
fermentacijske brozge, odvzet po 8-ih urah tretje ponovitve bioprocesa v bioreaktorju (modra krivulja). Roza 




Slika 31: Povečan kromatogram s slike 30 s posameznimi frakcijami  
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Slika 32: NaDS-PAGE odvzetih frakcij po RP-HPLC na analitskem nivoju, ko smo analizirali brezcelični 
supernatant fermentacijske brozge, odvzete pri zadnjem izvedenem bioprocesu po 8-ih urah ter proteinska 
lestvica pri NaDS-PAGE 
 
 
Preglednica 4 prikazuje frakcije RP-HPLC na analitskem nivoju in čase, ob katerih so bile 
te odvzete, ko smo analizirali brezcelični supernatant fermentacijske brozge, odvzete po 8-
ih urah zadnjega izvedenega bioprocesa v bioreaktorju.  
 
 
Preglednica 4: Čas odvzetih frakcij pri RP-HPLC na analitskem nivoju  







13,6 – 13,9 min 
15,2 – 15,5 min 
15,6 – 16,0 min 
16,2 – 16,4 min 
16,9 – 17,4 min 
19,2 – 19,5 min 
 
 
Brezcelični supernatant fermentacijske brozge, pridobljen po 8-ih urah pri zadnjem 
izvedenem bioprocesu, smo analizirali še s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z 
obrnjeno fazo (RP-HPLC) na preparativnem nivoju. Odvzete frakcije smo analizirali s 
preskusom protimikrobne aktivnosti. Inhibicijske cone so se pojavile pri frakcijah F13, F14 
in F15 (slika 33). Inhibicijske cone frakcij tudi časovno sovpadajo z vrhom na kromatogramu 
(slika 34). Pri analizi frakcij z NaDS-PAGE so se pri frakcijah F13, F14 in F15 pojavile 
proteinske lise, ki odgovarjajo velikosti nizina (med 3,4 in 5 kDa). Z nizinom pa se je ko-
eluiralo več drugih proteinskih nečistoč (slika 35).  
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Slika 33: Protimikrobna aktivnost frakcij, pridobljenih med RP-HPLC na preparativnem nivoju, ko smo na 
kolono nanesli 5 mL vzorca z nizinom, pridobljenega pri tretji ponovitvi bioprocesa v bioreaktorju, po 8-ih 




Slika 34: Kromatogram RP-HPLC na preparativnem nivoju. Na kolono C12 Jupiter 4 µm Proteo 90 Å smo 
nanesli 5 mL vzorca z nizinom, odvzetega pri tretji ponovitvi bioprocesa v bioreaktorju, po 8-ih urah. Standard 
nizina predstavlja roza krivulja, vzorec z nizinom iz bioprocesa predstavlja rdeča krivulja. Modra krivulja 
predstavlja kontrolo, kjer na kolono nismo nanesli vzorca 
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Slika 35: NaDS-PAGE odvzetih frakcij vzorca z nizinom po RP-HPLC na preparativnem nivoju ter proteinska 
lestvica pri NaDS-PAGE. Z rdečo puščico so označene proteinske lise, ki predvidoma predstavljajo nizin 
 
Preglednica 5 prikazuje frakcije RP-HPLC na preparativnem nivoju in čase, ob katerih so 
bile te odvzete, ko smo analizirali brezcelični supernatant fermentacijske brozge, odvzete po 
8-ih urah zadnjega izvedenega bioprocesa v bioreaktorju.  
 
Preglednica 5: Čas odvzetih frakcij pri RP-HPLC na preparativnem nivoju  



















16,2 – 16,9 min 
16,9 – 18,9 min 
19,4 – 20,0 min 
21,5 – 22,4 min 
23,4 – 23,6 min 
24,4 – 24,6 min 
25,3 – 25,6 min 
25,6 – 26,0 min 
26,0 – 26,6 min 
26,6 – 27,1 min 
27,1 – 27,6 min 
27,6 – 27,9 min 
27,9 – 28,5 min 
28,5 – 28,9 min 
28,9 – 29,4 min 
29,4 – 29,7 min 
29,7 – 30 min 
31,2 – 31,4 min 
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Ugotovili smo, da je nizin, proizveden z gojenjem Lactococus lactis IM 145 v gojišču na 
osnovi kisle sirotke, mogoče ločiti od preostalih sirotkinih proteinov s kationsko-
izmenjevalno kromatografijo ali s tekočinsko kromatografijo z obrnjeno fazo. Tako s 
kationsko-izmenjevalno kromatografijo kakor s tekočinsko kromatografijo z obrnjeno fazo 
smo uspeli nizin le delno očistiti, saj so v frakcijah s protimikrobno aktivnostjo poleg nizina 
bili prisotni tudi nekateri drugi proteini. Za najbolj učinkovit način čiščenja nizina se je 
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Stroški proizvodnje so velika ovira pri izdelavi komercialno dostopnega in 
visokokakovostnega bakteriocina. Visok strošek predstavljajo sintetični mediji in rastni 
dodatki, ki so potrebni za gojenje bakterij, ki proizvajajo bakteriocine. Prav tako nadaljnje 
čiščenje naredi industrijsko proizvodnjo njihovega pridobivanja zahtevno s stališča stroškov 
(Jamaluddin in sod., 2018). Uporaba stranskih produktov, kot je sirotka, zato lahko bistveno 
zniža stroške proizvodnje nizina in izboljša njegovo produkcijo. Kot osnovo za gojišče seva 
Lc. lactis IM 145 smo uporabili kislo sirotko, ki je stranski produkt pri izdelavi skute v 
mlekarni Celeia. V podjetju Arhel d.o.o. so sirotki odstranili del proteinov s kationsko-
izmenjevalno kromatografijo, z namenom pridobivanja laktoferina. Kot medij za gojenje Lc. 
lactis za pridobivanje nizina so drugi znanstveniki že uspešno izkoristili fermentiran, z 
glukozo obogaten izvleček ječmena (Furata in sod., 2008). Učinkovito so izrabili tudi 
stranske proizvode ribiške industrije, ki so dober vir peptidov v gojišču (Vázquez in sod., 
2006). Kot alternativo konvencionalnim gojiščem so preskusili tudi stranski produkt iz 
predelovalne industrije soje, poznan kot sojina sirotka. Njeno odlaganje v okolje predstavlja 
resen problem (Mitra in sod., 2010).  
 
Predstavnice vrste Lactococcus lactis subsp. lactis proizvajajo dva lantibiotika. To sta nizin 
in lakticin 3147 (Khelissa in sod., 2020). V naši raziskavi smo za proizvajanje nizina 
uporabili sev Lc. lactis IM 145, ki je bil leta 1995 izoliran iz tradicionalnega kislega mleka. 
Spada med po Gramu pozitivne bakterije, ki imajo morfološko obliko obliko kokov (Chen 
in sod., 2015). To smo z mikroskopiranjem in barvanjem po Gramu tudi potrdili.  
 
V začetnih preskusih smo za gojenje Lc. lactis IM 145 uporabili renentat sirotke, ki je ostal 
po mikrofiltraciji. Mikrofiltriranje je neobhoden korak priprave sirotke pred nanosom na 
kromatografske kolone. Namen dodajanja retentata je bil koristno izrabiti tudi to frakcijo 
kisle sirotke, ki bi jo sicer zavrgli. Mikroorganizme v retentatu smo uspešno inaktivirali na 
dva načina. Prvi način inaktivacije je bila 15-minutna obdelava pri 110 °C, drugi način pa 
dodatek 0,05 % peroksiocetne kisline retentatu. Pokazali smo, da obdelava s peroksiocetno 
kislino kot alternative za toplotno obdelavo, omogoča inaktivacijo mikroorganizmov v 
retentatu kisle sirotke. Ko smo kisli deproteinizirani sirotki dodali retentat, predhodno 
obdelan z 0,05 % peroksiocetne kisline, pa smo ugotovili, da se z večanjem deleža retentata 
zmanjšuje rast seva IM 145. Ko smo povečevali delež dodanega retentata, toplotno 
obdelanega pri temperaturi 110 °C/15 min, pa ni bilo bistvene spremembe v rasti. Toplotno 
obdelan retentat, ki sicer predstavlja odpadek, bi bilo torej mogoče uporabiti za gojenje 
laktokokov, ne pa retentata, obdelanega s peroksiocetno kislino. Domnevamo, da se v 
primeru obdelave s peroksiocetno kislino, ta ni razgradila do konca ali pa so njeni razpadni 
produkti, najverjetneje ocetna kislina, negativno vplivali na rast seva IM145. Ko je v 
raztopini, peroksiocetna kislina spontano razpade na ocetno kislino, vodikov peroksid in 
kisik. Nastanejo lahko tudi peroksilni in hidroksilni radikali, ki so znani po svoji visoki 
oksidativni reaktivnosti (Kerkaet in sod., 2011). Oksidativni stres lahko celice poškoduje na 
molekularni in presnovni ravni (Miyoshi in sod., 2003). Za najboljšo izbiro se je izkazalo 
gojišče, ki je bilo pripravljeno iz delno deproteinizirane kisle sirotke z dodatkom kvasnega 
ekstrakta, brez dodanega retentata. V nadaljnih preskusih gojenja seva v bioreaktorju, smo 
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se zato odločili, da bomo pripravili gojišče iz delno deproteinizirane kisle sirotke in kvasnega 
ekstrakta.  
 
Uporaba nizina za konzerviranje živil je omejena, saj ga med fermentacijo nastane relativno 
majhna količina. Na nastanek nizina med fermentacijo vplivajo različni parametri kot so 
aktivnost bakterijskih celic, sestava gojišča, vrednost pH, ionska moč, temperatura in 
zračnost. Pridobivanje nizina z bakterijami vrste Lc. lactis tako zahteva optimizacijo razmer 
za rast (Khelissa in sod., 2020).  
 
Opravili smo gojitvene teste, v katerih smo ugotovili, da se je rast seva IM 145 izboljšala, 
sorazmerno z dodano količino kvasnega ekstrakta. Pri nadaljnih preskusih smo se odločili 
za dodatek 2,5 % kvasnega ekstrakta. Raziskovalci so proučevali vpliv kvasnega ektrakta, 
kazeina, koruznega sirupa, proteoznega peptona, triptona, mesnega peptona in govejega 
ekstrakta na rast Lc. lactis. Ugotovili so, da je dodajanje kvasnega ektrakta najbolj prispevalo 
k biosintezi nizina. Kvasni ekstrakt vsebuje velik delež prostih aminokislin, kratkih peptidov 
in druge rastne faktorje (Gujarathi in sod., 2008). Tudi Cheigh in sod. (2002) so testirali 
učinek dodatka različnih deležev kvasnega ekstrakta. Potrdili so, da dodatek 3,0 % kvasnega 
ekstrakta, ki je vir dušika, omogoči sintezo večje količine nizina. Povečanje deleža kvasnega 
ekstrakta nad 3,0 % je imelo zanemarljiv učinek na večjo produkcijo bakteriocinov in 
povečanje celične mase (Cheigh in sod., 2002).  
 
Bakteriocinsko aktivno biomaso Lc. lactis IM 145 smo pridobivali v treh ponovitvah v 
bioreaktorju. Temperaturo bioprocesa smo uravnali na 30 °C.  Raziskovalci so pokazali, da 
je optimalna temperatura rasti seva Lactococcus lactis subsp. lactis A164 37 °C, optimalna 
temperatura za produkcijo nizina in nizinu podobnim bakteriocinom pa 30 °C. Ko so gojili 
sev pri 37 °C, je bila najvišja izmerjena protimikrobna aktivnost za približno 50 % nižja od 
tiste, ko so sev gojili pri 30 °C (Cheigh in sod., 2002). Ugotovili so, da lahko toplotni stres 
izboljša razmerje med nizinom in biomaso (Lejeune in sod., 1998). 
 
Na začetku preskusa pridobivanja biomase v bioreaktorju smo z 2 M NaOH vrednost pH 
uravnali na 6,5. Tudi Gujarathi in sod. so leta 2008 pri podobnem preskusu proizvodnje 
nizina z Lc. lactis, uravnali vrednost pH le na začetku fermentacije. Največjo bakteriocinsko 
aktivnost so opazili, ko je začetna vrednost pH fermentacijske brozge znašala 6,5. Ko so 
povečevali začetno vrednost pH fermentacijske brozge je sinteza nizina padala. Najmanj 
nizina so proizvedli, ko je začetna vrednost pH znašala 7,5. Če pa so tekom fermentacije 
uravnavali vrednost pH z dodajanjem 3 M NaOH, so največjo bakteriocinsko aktivnost 
zaznali pri pH 6,0. Višjo aktivnost nizina so zaznali v razmerah z uravnavanjem vrednosti 
pH na 6,0 kot pa v razmerah brez uravnavanja, ko so le na začetku preskusa vrednost pH 
uravnali na 6,5 (Gujarathi in sod., 2008).  
 
Protimikrobno aktivnost nizina smo spremljali na dva načina: z mikrodilucijsko metodo in 
z metodo difuzije na poltrdnem gojišču MRS. Obe metodi temeljita na reakciji 
indikatorskega seva s supernatantom, ki vsebuje nizin. Uporabljali smo indikatorski sev L. 
sakei IM 108. Pri obeh metodah smo bakteriocinsko aktivnost določili semi-kvantitativno. 
Kljub temu pa mikrodilucijska metoda poda boljšo oceno koncentracije nizina, potrebne za 
inhibicijo rasti indikatorskega seva. Pri metodi difuzije na poltrdnem gojišču MRS smo 
izmerili nastale cone inhibicije indikatorskega seva. Prednost mikrodilucijske metode je v 
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tem, da lahko z njo spremljamo tudi kinetiko sinteze bakteriocina. Pri preskusih 
protimikrobne aktivnosti je pomembno, da izberemo ustrezno gojišče in določimo razmere, 
ki so optimalne za gojenje indikatorskega seva in ne tistega seva, ki proizvaja bakteriocin.  
 
Protimikrobno aktivnost bakteriocinov, proizvedenih med procesom v bioreaktorju, smo 
ugotavljali v brezceličnem supernatantu fermentacijske brozge z mikrodilucijsko metodo. 
Bakteriocinsko aktivnost je bilo mogoče zaznati že na začetku rasti. Povprečna BA/mL v 
supernatantu je eksponentno naraščala od 1. do 6. h, nato pa začela rahlo padati. Najvišjo 
povprečno bakteriocinsko aktivnost smo zabeležili po 6-ih urah, ko je povprečna vrednost 
pH znašala 5,5. Tudi optična gostota je najbolj strmo naraščala med 6. in 7. h. Največje 
povprečno število KE/mL pa smo zabeležili po 7 h. 
 
V predhodnih raziskavah so ugotovili, da je zmanjšanje količine bakteriocinov v 
brezceličnem supernatantu pred koncem eksponentne faze lahko posledica vezave nizina na 
površino celic, ki nizin proizvajajo. Adsorbcija je posledica interakcij kationsko nabite 
molekule nizina z anionsko nabito površino bakterijskih celic (de Vuyst in sod., 1992). Yang 
in sod. so ugotovili, da maksimalna adsorbcija poteka pri vrednosti pH med 5,5 in 6,5. 
Adsorbcija nizina se zmanjša, ko se vrednost pH fermentacijske brozge zniža. Yang in sod. 
so poročali, da je bilo pri pH 6,8 adsorbiranega 95 % nizina, pri vrednosti pH 3,0 pa nič več 
(Yang in sod., 1992). To pomeni, da v brezceličnem supernatantu ugotovimo več nizina 
takrat, ko vrednost pH bioprocesa ni kontrolirana in pH pada, kot posledica nastanka mlečne 
kisline (de Vuyst in sod., 1992). Alternativno bi lahko nizin sprostili s celic proizvajalk tako 
da bi po končanem procesu znižali pH gojišča.  
 
Čeprav se sinteza nizina prične že v fazi rasti celic, razmerje med številom celic in količino 
proizvedenega nizina ni vedno linearno. Ta pojav se lahko razloži z mehanizmom biosinteze 
nizina in njegove genetske regulacije. Nizin je molekula, ki samoregulira lastno proizvodnjo 
(Hols in sod., 2019). Poleg protimikrobne vloge, ima tudi vlogo regulacijske molekule. Ta 
mehanizem regulacije zagotavlja hitro proizvodnjo velikih količin protimikrobnih peptidov 
v okolju, kjer bakterije na ta način povzročijo smrt drugih bakterij in si zagotovijo 
konkurenčno prednost. Hitra produkcija protimikrobnih molekul pri večji celični biomasi ne 
dovoljuje konkurenčnim celicam, da bi v tako kratkem času sprožile svoj obrambni odziv 
(Kleerebezem, 2004). Sevi, ki proizvajajo nizin Z, imajo dva operona (nisZBTCIPRK in 
nisFEG), ki ju inducira nizin. Pomanjkanje induktorja tako vodi do zmanjšane transkripcije 
operona in njegova prisotnost povzroči višjo stopnjo transkripcije (Qiao in sod., 1996). 
Dodajanje komercialnega nizina v rastni medij zato lahko poveča produkcijo nizina 
(Dussault in sod., 2016). 
 
Zaradi številnih dejavnikov, ki vplivajo na sintezo nizina, je potrebno razmere gojenja vsakič 
posebej optimizirati. Že leta 2007 so Papagianni in sod. ugotavljali, da so optimalne razmere 
za proizvodnjo nizina drugačni od tistih, ki omogočajo optimalno rast kulture (Papagianni 
in sod., 2007). V večini raziskav so se posvečali optimiranju dejavnikov za rast, ne pa 
neposredno za produkcijo bakteriocinov. Težavnost tega je posledica pomanjkanja 
natančnosti in raznolikosti uporabljenih strategij, ki bi omogočale čim večjo produkcijo 
nizina v vseh fazah rasti bakterije Lc. lactis (Khelissa in sod., 2020).  
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Ker se bakteriocini izločajo v gojišče, se večina strategij čiščenja začne s koncentriranjem 
bakteriocinov iz supernatanta kulture. Brezcelični supernatant fermentacijske brozge smo 
ultrafiltrirali s centrifugiranjem pri 5000 g, skozi membrani z velikostjo por 30 kDa ali 10 
kDa. Da bi ugotovili, v katero frakcijo je prešel nizin, smo tako permeate kot tudi koncentrate 
pregledali s preskusom protimikrobne aktivnosti na poltrdnem gojišču MRS, ob prisotnosti 
indikatorskega seva. Predvidena velikost nizina je 3,4 kDa. Zanj je značilna tvorba dimerov 
in tetramerov. V literaturi navajajo velikost dimerov nizina 7 kDa, velikost tetramerov pa 14 
kDa (Gharsallaoui in sod., 2016). Potrdili smo, da se nizin povezuje v skupke. Pri 
ultrafiltriranju skozi 30 kDa, se je nizin porazdelil med koncentrat in permeat, pri čemer je 
v koncentratu bilo prisotnega več nizina. To pomeni, da je kar nekaj nizina povezanega v 
skupke, večje od 30 kDa. Preizkusili smo membrane različnih velikosti. Permeat in 
koncentrat, pridobljen z ultrafiltriranjem skozi 30 kDa, smo ultrafiltrirali še enkrat skozi 
membrano velikosti 10 kDa. Pri permeatu, pridobljenem po ultrafiltriranju čez 30 kDa lahko 
vidimo, da tudi po naknadni ultrafiltraciji nizin ostane povezan v multimere oziroma na 
druge sirotkine proteine. Pri koncentratu, pridobljenem po ultrafiltriranju čez 30 kDa pa 
vidimo, da se je po naknadni ultrafiltraciji nekaj nizina sprostilo in prešlo v permeat. Na 
podlagi preteklih raziskav smo sklepali, da NaDS in ACN preprečujeta nastanek multimerov, 
v katere se združujejo molekule nizina med seboj ali s sirotkinimi proteini. Ugotovili smo, 
da NaDS in ACN nista preprečila vezave nizina v večje komplekse, saj se je pri 
ultrafiltriranju skozi membrano velikosti 10 kDa le manjši delež nizina sprostil in prešel v 
permeat. Možna razlaga bi bila, da je nizin vezan na druge molekule z ionskimi interakcijami 
in/ali s hidrofobnimi vezmi. Zanimalo nas je tudi, če bi lahko ultrafiltracijo uporabili kot 
vmesni korak čiščenja nizina. Nizin nam je uspelo skoncentrirati z ultrafiltracijo skozi 
membrano velikosti 10 kD. Ves nizin je ostal v koncentratu, oziroma je količina nizina, ki 
je prešla membrano, pod mejo zaznave z metodo določanja protimikrobne aktivnosti ali pa 
je nizin vezan na proteine, ki mu preprečujejo protimikrobno delovanje. V tem primeru bi 
lahko ultrafiltracijo uporabili kot vmesni korak čiščenja nizina in koncentrat, pridobljen z 
ultrafiltracijo skozi membrano 10 kDa nadaljno očistili z uporabo kromatografije. Ker je 
membrana velikosti 10 kDa zadržala ves nizin, smo se na ta način znebili veliko proteinov 
ali peptidov manjših od 10 kDa. Ker je predvidena velikost nizina 3,4 kDa bi teoretično 
lahko uporabili tudi membrano z manjšo velikostjo por, vendar se je izkazalo, da je 
membrana velikosti 10 kDa dovolj, saj se nizin povezuje v komplekse različnih velikosti. 
Pri ultrafiltriranju skozi membrano 30 kDa, smo ugotovili, da v primeru čiščenja nizina, ta 
ni primerna, saj se je nizin porazdelil med koncentrat in permeat. Ves nizin pa je ostal v 
koncentratu, ko smo permeat, pridobljen z ultrafiltracijo skozi 30 kDa naknadno ultrafiltrirali 
skozi membrano 10 kDa, vendar ta frakcija za nadaljno čiščenje ne bi bila primerna, saj bi 
izgubili nekaj nizina, že pri prvem ultrafiltriranju skozi membrano velikosti 30 kDa.  
 
Kationsko-izmenjevalno kromatografijo smo izvedli 3-krat, pri treh različnih vrednostih pH: 
pri pH 5, pH 6 in pH 7. Vrhove na kromatogramih smo vzporejali s preskusi protimikrobne 
aktivnosti posameznih frakcij. Za najbolj učinkovit način čiščenja nizina se je izkazala 
kationsko-izmenjevalna kromatografija pri pH 6,0. Pri analizi pri pH 7 v zbranih frakcijah 
nismo zaznali protimikrobne aktivnosti, pri pH 5 pa je v isti frakciji kot nizin prisotnih več 
nečistoč. V literaturi navajajo, da je vrednost pH pomemben parameter, ki vpliva na 
uspešnost izolacije nizina. Nizin, ki je raztopljen v raztopini z nižjo vrednostjo pH, je bolj 
biološko aktiven, posledično to vpliva na sam izplen produkta. Tafreshi in sod. so primerjali 
biološko aktivnost nizina v raztopini s pH 1,7 z raztopino s pH 7,0. Ugotovili so, da je v kisli 
Pristovšek N. Optimizacija proizvodnje nizina v odpadni kisli sirotki.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2021 
57  
raztopini nizin 4-krat bolj biološko aktiven, kot pa v raztopini pri nevtralnem pH (Tafreshi 
in sod., 2020). Vrednost pH vpliva tudi na naboj proteinov. Pri vrednostih pH nad 
izoelektrično točko bodo proteini v anionski obliki, pri vrednostih pod izoelektrično točko 
pa bodo v kationski obliki. Pri nižji vrednosti pH so proteini bolj pozitivno nabiti in se 
posledično bolj vežejo na kolono, kjer je stacionarna faza kationski izmenjevalec, ki veže 
kationske proteine. Enak protein ima zato lahko pri različnih vrednostih pH različno afiniteto 
do kolone (Cummins in sod., 2017). To lahko opazimo tudi na kromatogramu, kjer se je 
standard nizina pri pH 7 eluiral prej kot pa isti standard pri vrednosti pH 6. Prav tako so 
vrhovi standarda nizina na kromatogramu ožji kot pa je vrh, ki predstavlja vzorec z nizinom, 
kar predvidoma nakazuje prisotnost drugih proteinov, ki se ko-eluirajo z nizinom v vzorcu.  
To nakazuje tudi analiza z NaDS-PAGE, kjer smo v frakcijah s protimikrobno aktivnostjo 
poleg nizina opazili še nekatere druge proteine. Najverjetneje so se poleg nizina v vzorcu 
vezali še drugi proteini, prisotni v delno deproteinizirani kisli sirotki, na primer β-
laktoglobulin, serumski albumin, imunoglobulin G.  
 
Tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z obrnjeno fazo (RP-HPLC) smo izvedli na 
analitskem in preparativnem nivoju. Na analitskem nivoju smo z RP-HPLC analizirali 
nekatere elucijske frakcije iz kationsko-izmenjevalne kromatografije pri pH 5. Na 
kromatogramu so vidni tudi drugi vrhovi, ki časovno ne sovpadajo z vrhom standarda nizina, 
kar pomeni, da frakcije niso čiste. Na analitskem nivoju pa smo z RP-HPLC analizirali tudi 
brezcelični supernatant fermentacijske brozge, odvzet po 8-ih urah zadnjega izvedenega 
bioprocesa v bioreaktorju. Na kromatogramu je viden vrh vzorca z nizinom, ki časovno 
sovpada z vrhom standarda na kromatogramu. Ta vzorec z nizinom smo zato hoteli še 
analizirati z RP-HPLC na preparativnem nivoju, kjer se je izkazalo, da se je z nizinom ko-
eluiralo več drugih proteinskih nečistoč. Med 15,0 in 17,5 min se je na kromatogramu 
prikazal vrh, tako pri standardu nizina kot tudi pri kontroli, kjer na kolono nismo nanesli 
vzorca z nizinom. To nakazuje, da so bile nečistoče prisotne v koloni, ki pa je bila nazadnje 
uporabljena leta 2013. Slaba stran uporabe kromatografije z obrnjeno fazo je, da ima ta 
negativen vpliv na okolje. Uporaba organskih topil vodi do velike količine odpadkov, ki jih 
je potrebno pravilno odstraniti. Najobičajnejši organski topili sta metanol in acetonitril. 
Kljub izvrstnim elucijskim lastnostim, obstajajo pomisleki tudi glede njune varnosti in 
vpliva na zdravje. Do izpostavljenosti lahko pride preko neposrednega stika ali pa z 
vdihavanjem hlapov (Rainville in sod., 2012). Zaradi navedenih razlogov metoda RP-HPLC 
ni praktična za uporabo v industriji. Številni pa se že osredotočajo na zamenjavo 
konvencionalnih mobilnih faz z manj toksičnimi. Uporaba manj nevarnega etanola tako 
predstavlja eno izmed okolju prijaznejših alternativ (Ibrahim in sod., 2019).  
 
Po frakcionaciji s HPLC, tako kationsko-izmenjevalni kakor kromatografiji z obrnjeno fazo, 
so sledili protimikrobni preskusi posameznih frakcij po HPLC in analiza NaDS-PAGE. 
Ugotovili smo, da smo z obema metodama uspeli nizin le delno očistiti, saj so v frakcijah 
poleg nizina bili prisotni tudi nekateri drugi proteini. Najmanj nečistoč smo zaznali v 
frakcijah po kationsko-izmenjevalni kromatografiji pri pH 6,0. Največ nečistoč v obliki 
proteinov pa je bilo prisotnih v frakcijah iz kationsko-izmenjevalne kromatografije pri pH 5. 
To so lahko β-laktoglobulin, serumski albumin in imunoglobulin G.  
 
NaDS-PAGE s tricinskim pufrom se običajno uporablja za ločevanje beljakovin v območju 
od 1 do 100 kDa. Omogoča dobro ločljivost manjših peptidov. Z opazovanjem proteinskih 
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lis pa ne moremo popolnoma natančno določiti vrednost molekulske mase (Zou in sod., 
2018). Izračunana molekulska masa nizina znaša 3352 Da. Ugotovili so, da nizin migrira pri 
elektroforezi malo višje, kot je dejanska molekulska masa nizina. Njegova molekulska masa, 
glede na eletroforetsko mobilnost znaša približno 3500 Da (Tafreshi in sod., 2020). Kljub 
nastanku inhibicijskih con nekaterih frakcij pri preskusih protimikrobne aktivnosti, se 
proteinske lise pri analizi teh frakcij z NaDS-PAGE niso pojavile. Predpostavljamo, da je 
količina nizina, potrebna za nastanek proteinskih lis, pod mejo zaznave pri analizi z NaDS. 
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- Sev Lc. lactis IM 145 je sposoben proizvajati nizin v kisli sirotki, ki je stranski produkt pri 
izdelavi skute, ter v frakciji, osiromašeni s sirotkinimi proteini (1. hipoteza). 
 
- Nizin, ki ga bomo proizvedli z gojenjem Lactococus lactis IM 145 v gojišču na osnovi kisle 
sirotke, je mogoče ločiti od preostalih sirotkinih proteinov s kationsko-izmenjevalno 
kromatografijo ali s tekočinsko kromatografijo z obrnjeno fazo (2. hipoteza) 
 
- Sev Lc. lactis IM 145 je sposoben rasti v gojišču na osnovi delno deproteinizirane kisle 
sirotke (FT), kakor tudi v gojišču iz permeata po ultrafiltraciji sirotke. Rast seva Lc. lactis 
IM 145 se je izboljšala sorazmerno s količino dodanega kvasnega ekstrakta (1-10 %). 
 
- S 15-minutno obdelavo pri temperaturi 110 °C ali s tretiranjem z najmanj 0,05 % 
peroksiocetno kislino smo uspešno inaktivirali mikroorganizme v retentatu, ki ostane po 
mikrofiltraciji sirotke.  
 
- Dodajanje retentata po mikrofiltraciji kisle sirotke, predhodno obdelanega s peroksiocetno 
kislino (0,05 %), je negativno vplivalo na rast, dodajanje toplotno obdelanega retentata (110 
°C/15 min) pa na rast ni imelo učinka. Toplotno obdelan retentat, ki sicer predstavlja 
odpadek, bi bilo torej mogoče uporabiti za gojenje laktokokov.     
 
- Največjo bakteriocinsko aktivnost smo v supernatantu kulture Lc. lactis IM 145, gojene v 
bioreaktorju, zasledili po 6-ih do 8-ih urah, kar je sovpadalo z dosegom stacionarne faze na 
krivulji števila KE/mL.  
 
- Pri ultrafiltraciji supernatanta kulture z nizinom skozi membrane s prepustnostjo 10 kDa 
ali 30 kDa se je pokazalo, da nizin tvori multimere ali se veže na druge sirotkine proteine, 
saj ni prešel membrane, čeprav je velikost nizinske molekule okrog 3,4 kDa.  
 
- Ultrafiltracijo skozi membrano velikosti 10 kDa bi lahko uporabili kot vmesni korak 
čiščenja nizina, pred uporabe kromatografije.  
 
- Za najbolj učinkovit način čiščenja nizina se je izkazala kationsko-izmenjevalna 
kromatografija pri pH 6,0. 
  
- Tako s kationsko-izmenjevalno kromatografijo kakor s tekočinsko kromatografijo z 
obrnjeno fazo smo uspeli nizin le delno očistiti, saj so v frakcijah s protimikrobno aktivnostjo 
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Sirotka je glavni stranski proizvod mlekarske industrije. Vsebuje približno 55 % vseh 
hranilnih snovi iz mleka, zato jo je ekonomično uporabiti kot substrat za proizvodnjo 
produktov z dodano vrednostjo. Med številnimi možnostmi izrabe sirotke je tudi gojenje 
mlečnokislinskih bakterij in pridobivanje koristnih metabolitov. Med zanimivejšimi so 
bakteriocini, ki so ribosomsko sintetizirani protimikrobni peptidi. Proizvajajo jih nekatere 
bakterije, zaradi kompetetivnosti za pridobitev hranil v okolju. Med njimi je tudi nizin, ki je 
uporaben kot naravni kozervans. Ob sočasnem hitrem razvoju genetike in nanotehnologije 
se odpirajo nove možnosti za njegovo uporabo, na primer v medicini in veterini kot 
alternativa konvencionalnim antibiotikom, v izdelkih za nego ali v funkcionalnih živilih. Vse 
več raziskav se usmerja na povečanje produkcije nizina in na zmanjšanje stroškov njegovega 
pridobivanja, ob sočasnem upoštevanju načel ekološke proizvodnje. 
 
Lc. lactis IM 145, slovenski izolat iz tradicionalnega kislega mleka, je v predhodnih 
raziskavah izkazal sposobnost rasti in proizvodnje bakteriocinov. Cilj magistrske naloge je 
bil optimizirati razmere gojenja seva Lc. lactis IM 145 in sočasne biosinteze nizina v 
bioreaktorju, v gojiščih na osnovi kisle sirotke, ki je stranski produkt pri izdelavi skute v 
mlekarni Celeia. Kisla sirotka iz mlekarne je bila nadalje delno deproteinizirana, ker je prešla 
proces odvzemanja laktoferina s kromatografijo na monolitnih kolonah. Retentat je frakcija 
sirotke, ki je ostala po mikrofiltraciji. Mikrofiltriranje je neobhoden korak priprave sirotke 
pred nanosom na kromatografske kolone. Da bi to frakcijo lahko koristno izrabili kot gojišče 
za gojenje Lc. lactis IM 145, smo želeli zmanjšati število prisotnih mikroorganizmov. 
Ugotovili smo, da je 15-minutna obdelava pri temperaturi 110 °C ali tretiranje z najmanj 
0,05 % peroksiocetno kislino dovolj za uspešno inaktivacijo mikroorganizmov v retentatu. 
Toplotno obdelan retentat, ki sicer predstavlja odpadek, bi bilo mogoče uporabiti za gojenje 
Lc. lactis IM 145, medtem ko je dodajanje retentata, predhodno obdelanega s peroksiocetno 
kislino (0,05 %) negativno vplivalo na rast Lc. lactis IM 145. Opravili smo tudi gojitvene 
teste, v katerih smo ugotovili, da se je rast seva IM 145 izboljšala, sorazmerno z dodano 
količino kvasnega ekstrakta (1-10 %). 
 
Delno deproteinizirano kislo sirotko smo obogatili z dodatkom 2,5 % kvasnega ekstrakta, 
uravnali pH na 6,5 in jo v treh šaržnih procesih v 2,5-litrskih bioreaktorjih fermentirali z Lc. 
lactis IM145. Tekom fermentacije smo spremljali vrednost pH, optično gostoto in 
protimikrobno aktivnost proti indikatorskemu sevu L. sakei. Vsak bioproces je trajal 24 h. 
Najvišjo bakteriocinsko aktivnost smo v supernatantu kultur zabeležili po 6-ih do 8-ih urah, 
kar je sovpadalo z dosegom stacionarne faze na rastni krivulji (KE/mL).  
 
Poskušali smo razviti metodo čiščenja nizina iz supernatanta gojišča na osnovi kisle sirotke, 
z uporabo ultrafiltracije, kationsko-izmenjevalne kromatografije in tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti z obrnjeno fazo (RP-HPLC) na analitskem in 
preparativnem nivoju. Protimikrobno aktivnost frakcij z nizinom smo ugotavljali s 
preskusom inhibiranja rasti indikatorskega seva L. sakei na poltrdnem gojišču MRS. Frakcije 
iz HPLC smo analizirali tudi z metodo NaDS-PAGE.  
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Ultrafiltracija je potekala 30 min s centrifugiranjem pri 5000 g v centrifugirkah z vloženo 
membrano za ultrafiltracijo, s prostornino 15 mL. Uporabljali smo membrani z velikostjo 
por 30 kDa in 10 kDa. Potrdili smo, da nizin tvori multimere ali se veže na druge sirotkine 
proteine, saj ni prešel membrane, čeprav je velikost nizinske molekule okrog 3,4 kDa. Tudi 
NaDS in ACN nista preprečila vezave nizina v večje komplekse, saj se je pri ultrafiltriranju 
skozi membrano velikosti 10 kDa le manjši delež nizina sprostil in prešel v permeat. Nizin 
nam je uspelo skoncentrirati z ultrafiltracijo skozi membrano velikosti 10 kDa, kjer je ves 
nizin ostal v koncentratu. Tako bi lahko ultrafiltracijo uporabili kot vmesni korak čiščenja 
nizina in ta koncentrat nadaljno očistili z uporabo kromatografije. 
 
Nizin, smo uspeli ločiti od preostalih sirotkinih proteinov s kationsko-izmenjevalno 
kromatografijo, prav tako s tekočinsko kromatografijo z obrnjeno fazo. Lahko smo ga le 
delno očistili, saj so v frakcijah s protimikrobno aktivnostjo poleg nizina bili prisotni tudi 
nekateri drugi proteini. Kationsko-izmenjevalno kromatografijo smo izvedli 3-krat, pri treh 
različnih vrednostih pH: pri pH 5, pH 6 in pH 7. Za najbolj učinkovit način čiščenja nizina 
se je izkazala kationsko-izmenjevalna kromatografija pri pH 6,0. 
 
Z našo raziskavo smo tako pokazali, da je kisla sirotka primeren medij za pridobivanje nizina 
in prikazali potencialen način njene izrabe ter posledično zmanjšanja odpadka v mlekarski 
industriji.   
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Priloga A: Graf vrednosti pH in optične gostote 1. ponovitve bioprocesa v bioreaktorju, ko smo v gojišču na 
osnovi delno deproteinizirane kisle sirotke gojili sev Lc. lactis IM 145. pH - vrednost pH, OD - optična gostota, 




Priloga B: Graf vrednosti pH in optične gostote 2. ponovitve bioprocesa v bioreaktorju, ko smo v gojišču na 
osnovi delno deproteinizirane kisle sirotke gojili sev Lc. lactis IM 145. pH - vrednost pH, OD - optična gostota, 
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Priloga C: Graf vrednosti pH in optične gostote 3. ponovitve bioprocesa v bioreaktorju, ko smo v gojišču na 
osnovi delno deproteinizirane kisle sirotke gojili sev Lc. lactis IM 145. pH - vrednost pH, OD - optična gostota, 




Priloga D: Graf vrednosti KE/mL vsake posamezne ponovitve bioprocesa v bioreaktorju, ko smo v gojišču na 
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